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RÉSUMÉ 

Les eaux de surface sont contaminées par diverses sources et les pathogènes 
aquatiques peuvent causés des infections par le biais d'ingestion d'eau contaminée lors de 
sports nautiques. De plus, les infections peuvent survenir lors de l'ingestion d'eau municipale 
contaminée par le biais d'un système de traitement des eaux défectueux. 

Cette étude se veut une première approche dans la quantification et la caractérisation 
de Campy/obacter spp. dans les eaux de surface dans le but de faire la lumière sur certains 
risques qui pourraient être associés à une infection par un isolat aquatique. Les échantillons 
d'eau de surface ont été prélevés du bassin de la rivière South Nation. Ce bassin est entouré 
terres agricoles, de secteurs urbains et de ruraux ce qui en fait un bon réservoir pour ce genre 
d'étude. Afin d'obtenir les isolats Campy/obacter aquatiques à partir des échantillons, la 
méthode du nombre le plus probable a été utilisée, car elle s'avérait la plus efficace lors 
d'études préliminaires effectué en 2010. Les isolats ont été caractérisés au niveau du genre et 
de l'espèce pour finalement déterminer que l'espèce dominante dans le bassin de la rivière 
South Nation est C. jejuni. Ce résultat est évidemment tributaire de la méthode de culture 
utilisée et les amorces PCR utilisées lors des amplifications PCR pour la caractérisation. Cette 
étude a innovée en utilisant cinq mPCR pour la détection simultanée de huit gènes de virulence, 
quatre gènes de production de cytotoxines et un gène de résistance à la tétracycline. 
L'application de ces mPCR a permis de déterminer que les isolats aquatiques avaient un 
potentiel pathogénique, quoique la fonction de ces gènes soit non-confirmée. 

Dans les études futures, il serait intéressant de tenter de déterminer les sources de 
contamination et les facteurs qui peuvent modifier la concentration de Campy/obacter dans les 
eaux de surface ainsi que d'évaluer l'expression des gènes de virulence. 

Mots clés : Campylobacter, eau de surface, nombre le plus probable, agriculture, gène de 
virulence, gène de production de cytotoxines, tétracycline et PCR multiplexe. 



ABSTRACT 

The surface waters are contaminated by various source and the aquatics pathogens can 
cause infection when someone ingest that water when practicing water sports. ln addition, 
infection may occur upon ingestion of contaminated city water through a defective treatment 
water system. 

This study is a first step in the quantification and characterization of Campylobacter 
species in the surface water in order to shed light on sorne of the risks associated with infection 
by water isolate. The surface water samples were taken from the South Nation River basin. This 
basin is surrounded by farmland, urban and rural development which makes it an interesting 
a rea for this ki nd of study. To obtain Campylobacter aquatics isolates from the aquatic samples, 
the most probable number was used because it proved to be the most effective method in 
preliminary studies conducted in 201 O. The isolates were characterized to the genus and 
species level and it was determined that the dominant species was C. jejuni. This is obviously 
dependent on the culture method and the PCR primers used for the characterization. This study 
was innovative because it used five mPCR for the detection of virulence genes, for cytotoxin 
production genes and one tetracycline resistance gene. The application of these mPCR has 
determined that aquatic isolates had a pathogenic potential, although the function of these 
genes is unconfirmed. 

ln future studies, it would be interesting to determine the sources of contamination and 
the factors that can modify the Campylobacter concentration in surface waters and to evaluate 
the expression of the virulence genes. 

keywords: Campylobacter, surface water, most propable numbre, agriculture, virulence gene, 
cytotoxin production gene, tetracycline et multiplexe PCR. 
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1 INTRODUCTION 

Dans l'optique de déterminer les impacts causés par l'épandage de fumier sur la qualité 

des eaux de surface, une étude de plusieurs années et de trés grande envergure doit être 

réalisée. La détection et la quantification de pathogènes humains dans les eaux de surface sont 

des étapes cruciales dans ce long projet. Les pathogènes quantifiés (Arcobacter spp., 

Campylobacter spp. et Escherichia colt) proviennent vraisemblablement des animaux ou de 

leurs excréments, car plusieurs articles mentionnent leur présence chez les animaux de ferme, 

dans les fèces de ces animaux, dans le fumier et même dans les produits de consommation 

préparés à partir d'animaux contaminés (Cioak et a/., 2002; Mayr et a/., 2010; Denis et a/., 

2011 ; Sheppard et a/., 2011). Ces pathogènes représentent un réel danger pour la santé 

humaine, que ce soit au niveau de la consommation de produits alimentaires ou d'eaux 

contaminés ou même lors de la pratique d'un sport nautique dans des eaux de surface 

souillées. Certaines de ces bactéries peuvent causer des infections très sévères, en plus d'avoir 

des effets à long terme comme le syndrome du côlon irritable ou l'arthrite (Ajene et a/., 2013; 

Nielsen et a/., 2014). 

Le présent document porte sur la quantification et la caractérisation du pathogène humain 

Campy/obacter spp. Il s'agit d'un pathogène émergent connu depuis quelques années. L'intérêt 

pour les Campylobacter dans la communauté scientifique ne fait qu'augmenter et il y a de plus 

en plus d'espèces qui s'ajoutent déjà à la longue liste des Campylobacter. La quantification de 

Campylobacter dans l'eau est relativement récente et peut être parfois difficile vu les 

caractéristiques fastidieuses (microaérophile, 42 oc, milieux de croissance enrichis, etc.) de 

croissance de ce genre bactérien. Différentes techniques de croissance ont donc été utilisées 

afin de récupérer le maximum d'isolats des eaux de surface. Cependant, l'utilisation des 

différentes méthodes d'isolement des bactéries est très coûteuse et pénible. Un choix guidé par 

les résultats obtenus des différentes techniques d'isolement a donc été fait pour ce projet. Ce 

choix a été basé sur la simplicité de la méthode, les coûts engendrés, le nombre d'espèces 

pouvant être isolées, la sélectivité de la technique pour récupérer seulement les Campylobacter 

spp. et la rapidité d'utilisation. Plusieurs études ont utilisé la méthode de nombre le plus 

probable, ce qui a été une des prémisses du présent projet. 

En plus de ne pas trouver beaucoup d'études qui faisaient mention de la présence de 

Campylobacter dans les eaux de surface, il a été presque impossible de trouver des articles qui 

ont déterminé la pathogénicité des isolats aquatiques. Cela reste donc encore un mystère et 
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dans le but d'en connaître davantage sur ce point, chaque isolat Campylobacter récupéré lors 

de la quantification en 2010 a été soumis à la détection de plusieurs gènes de virulence et 

gènes de production de cytotoxines. Cependant, la détection des gènes de virulence ne permet 

pas de déterminer si les isolats expriment réellement ces gènes et s'ils représentent vraiment 

un danger pour la santé humaine. De plus, les gènes qui ont été détectés dans cette étude sont 

en majeure partie des gènes hypothétiques, c'est-à-dire que ces gènes sont potentiellement 

reliés à la virulence des Campylobacter, mais que la preuve de cette implication n'a pas encore 

été établie. Néamoins, cette étude est la première à se faire avec des isolats aquatiques et elle 

a permis d'approfondir les connaissances en ce qui a trait aux gènes de virulence chez 

Campylobacter et peut-être pourrait-elle motiver des gens à poursuivre ou à commencer des 

recherches sur l'expression et l'implication de ces génes putatifs dans les infections humaines. 

L'étude suivante avait donc plusieurs objectifs : (1) déterminer que la méthode NPP est 

réellement plus efficace que la méthode d'ensemencement direct pour la quantification des 

Campy/obacter, (Il) quantifier et caractériser les isolats aquatiques Campylobacter afin de 

définir les espèces présentes et récupérées ainsi que les espèces dominantes, et (Ill) 

déterminer la virulence ou les dangers reliés aux isolats retrouvés dans l'eau en détectant de 

nombreux gènes de virulence, les gènes de production de cytotoxines ainsi que le gène de 

résistance à la tétracycline tetO. 
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2 REVUE DE LITTÉRATURE 

2.1 Le genre Campylobacter 

Les Campylobacter ont premièrement été associés au genre Vibrio, mais en 1963 

Sebald et Veron ont établi le genre Campylobacter, car les membres de ce groupe diffèrent par 

la composition de leur ADN et par leur habilité à croître en présence d'une quantité réduite 

d'oxygène (Sebald et al., 1963; Corry et al., 1995). Le genre Campylobacter fait partie d'une 

lignée phylogénétique appelée la sous-division epsilon des protéobactéries et il est inclus dans 

la famille des Campylobacteraceae (Vandamme et al., 1991 ). Les membres de cette famille 

sont des bactéries à Gram-négatif, avec le besoin d'un environnement microaérophile pour la 

croissance. Ils ont en commun un faible contenu génétique en G et C, et ne forment pas de 

spores. De plus, ils sont tous motiles grâce à la présence d'un ou deux flagelles qui permettent 

à ces bactéries de faire des mouvements en tire-bouchon (Gao et al., 2014). 

Les premières espèces à intégrer le genre ont été C. fetus et C. bubulus qui étaient 

auparavant nommés Vibrio fetus et Vibrio bubulus. C. fetus a été isolés de fœtus avortés de 

moutons par McFadyean et Stockman en 1913, de fœtus avortés de bovins (Smith et al., 1919) 

et de cultures de sang de femme ayant avorté spontanément (Vinzent et al., 1947). C. bubulus 

a été isolé du vagin et du sperme de bovins (Florent, 1953). Depuis, plusieurs autres espèces 

ont été découvertes chez les animaux malades et sains, et chez les humains. Actuellement, on 

dénombre 22 espèces et 8 sous-espèces (Debruyne et al., 2009) dont plusieurs sont reconnues 

ou suspectées d'être des pathogènes pour les humains ou les animaux. Il est aussi possible de 

retrouver certaines espèces du genre Campylobacter comme organisme commensal chez les 

animaux (Debruyne et al., 2008). 

2.2 Les espèces pathogènes 

Parmi les espèces du genre Campylobacter, il y en a trois qui sont le plus souvent 

isolées des humains soit C. jejuni, C. coli et C. lari. Campylobacter jejuni est sans aucun doute 

l'espèce dominante dans les cas de maladies chez les humains, car elle est responsable de 

plus de 90 % des infections, tandis que C. coli et C. lari sont seulement isolés dans moins de 

10% et 1 % des cas d'infections, respectivement (Friedman, 2000; Gillespie et al. , 2002; Van 

Dyke et al., 2010). Cependant, il existe plusieurs autres espèces de Campylobacter qui sont 
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aussi des pathogènes humains reconnus ou suspectés comme : C. fetus, C. gracilis, C. 

showae, C. upsa/iensis, C. rectus, C. sputorum et C. curvus. Afin de bien comprendre les 

dangers reliés à une infection par Campylobacter, les paragraphes suivants décriront certaines 

espèces qui sont impliquées dans les infections chez les humains ou soupçonnées de l'être. 

Afin de ne pas alourdir le texte, la liste suivante des pathogènes n'est pas exhaustive, il s'agit 

simplement d'un survol rapide de certaines espèces isolées de patients souffrant de différentes 

maladies. 

Les différentes souches de C. sputorum ont été retrouvées chez les animaux (fèces de 

moutons et de cochons, etc.) et les humains (cavité orale, lésions, fèces, etc.). Toutefois, la 

pathogénicité de cette espèce est toujours inconnue. 

Campy/obacter graci/is a été retrouvé dans plusieurs cas d'infections des tissus, tels que 

des infections de la tête, du cou et des viscères. De plus, ce pathogène possède souvent une 

multi-résistance aux antibiotiques (Debruyne et a/., 2008) . 

Campylobacter rectus est décrit comme un pathogène pouvant causer des maladies 

parodontales. Certaines souches ont été isolées de crevasses gingivales d'humains, dans des 

cas d'appendicites, chez les patients souffrant de l'œsophage de Barrett et d'abcès extraoraux. 

C. showae est aussi retrouvé au niveau de la bouche, dans la plaque dentaire et les lésions du 

parodonte (Debruyne et al .. 2008) . 

L'espèce Campylobacter /a ri a été décrite pour la première fois en 1983 par Benjamin et 

son équipe. Elle a été isolée du contenu de l'intestin de différents animaux, de mouettes, de 

l'eau de rivière et de fruits de mer. Il est aussi possible de retrouver cette bactérie chez des 

patients sains et immunodéficients souffrant de diarrhée et de bactériémie (Benjamin et al., 

1983; Debruyne et al., 2008; Debruyne et al., 2009). 

Campy/obacter upsa/iensis est maintenant reconnue à travers le monde comme un 

pathogène entérique humain. Dans certaines régions, il serait même l'espèce la plus 

fréquemment isolée de fèces humaines après C. jejuni (Debruyne et al., 2008). En plus de 

causer des diarrhées aigües ou chroniques, C. upsaliensis a été impliquée dans des cas de 

syndrome hémolytique et urémique (Carter et al .. 1996) et d'avortements spontanés chez les 

humains (Gurgan et al., 1994). 

L'espèce Campylobacter fetus est décrite comme l'espèce type du genre 

Campy/obacter, elle comprend deux sous-espèces C. fetus var. fetus et C. fetus var. venerealis. 

La sous-espèce C. fetus var. fetus peut causer des défaillances chez les animaux (avortement 

4 



spontané) en plus de pouvoir causer des infections systémiques chez les patients 

immunodéficients, des septicémies chez les nouveau-nés et des fausses couches (Debruyne et 

al., 2008). La sous-espéce C. fetus var. venerea/is se retrouve plus particulièrement chez les 

animaux, où elle peut causer la stérilité, l'avortement et la mort du fœtus et selon les études 

publiées jusqu'à présent, elle n'a jamais été isolée des humains sains ou malades. 

L'espèce Campylobacter coli a été isolée pour la première fois de selle de porcs ayant la 

diarrhée (Doyle, 1948) et était inclus dans le genre Vibrio avant la création du genre 

Campy/obacter en 1963. C. coli serait responsable de 5 à 10% des cas de gastro-entérites, et 

est donc considérée comme un pathogène humain important. 

Finalement, C. jejuni a été découvert dans des fèces de vaches ayant la diarrhée (Jones 

et al., 1931), dans des cultures de sang d'humains atteints de gastro-entérites (Levy, 1946; 

King, 1957) et de fœtus de moutons avortés (Bryans et al., 1960). Cette espèce bactérienne est 

la principale source de gastro-entérites chez les humains (Friedman, 2000; Miller et al., 2005) et 

il est le pathogène isolé dans 90 % des cas. De plus, une infection par C. jejuni serait un des 

facteurs pouvant causer des complications post-infection comme le syndrome de Guillain-Barré 

ou l'arthrite réactive. C. jejuni var. doy/ei est isolé d'échantillons fécaux humains et il est associé 

avec des cas de bactériémie. La souche C. jejuni var. jejuni est celle qui est la plus 

fréquemment retrouvée chez les patients souffrant de gastro-entérites (Morey, 1996; Debruyne 

et al., 2008; Lastovica et al., 2008). 

C. jejuni et C. coli sont deux espèces très similaires autant au niveau du phénotype que 

du génotype. Leur grande ressemblance cause des problèmes lorsque vient le temps 

d'identifier les bactéries ou de faire un diagnostic. Cette similarité serait due au fait que le 

génome de C. coli contient beaucoup de gènes qu'on retrouve aussi chez C. jejuni (Debruyne et 

al., 2008). 

2.3 Facteurs de virulence, cibles cellulaires de l'hôte et mécanismes 
de l'infection 

Lors d'une infection, le pathogène Campylobacter va adhérer ou envahir les cellules 

épithéliales du système digestif de son hôte (Backert et al., 2013). L'infection provoque des 

changements au niveau des cellules humaines par le biais de la sécrétion de protéines, de 

toxines et d'autres molécules par Campylobacter. Ces changements incluent une stimulation ou 

une inhibition de la transduction du signal entre les cellules de l'hôte, l'augmentation de la 
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production de cytokines, l'apparition d'inflammation, la mort cellulaire et une mauvaise 

absorption ou sécrétion d'eau. Ces changements dans les cellules de l'hôte provoquent 

l'apparition des symptômes de gastro-entérites comme les crampes abdominales et la diarrhée 

(Hu et al., 2008). La motilité et la forme de cette bactérie lui permettent de pénétrer rapidement 

le mucus qui tapisse les intestins (Blaser et al. , 2008). 

2.4 Campylobacter spp. chez les animaux 

Les Campylobacter peuvent provenir de plusieurs sources environnementales, mais se 

retrouvent également chez une grande variété d'animaux. Chez certains hôtes, certaines 

espèces de Campylobacter peuvent causer des maladies, des avortements spontanés, la 

stérilité, mais la plupart du temps ces microorganismes vivent en symbiose dans le tractus 

gastro-intestinal des animaux (Hannon et al., 2009). Plus de 50% des cochons, des poulets et 

des dindes sont colonisés par Campylobacter. Ces colonisations sont généralement 

asymptomatiques et servent de réservoir naturel pour ces pathogènes (Gregory et al., 1997; 

Altrock et al., 2006; Minvielle et al., 2007; Varela et al., 2007; Willey, 2008). L'espèce dominante 

chez le bœuf est C. jejuni, et chez le porc, C. coli. La viande de porc pourrait être un facteur 

important des infections par C. coli chez les humains (Stern et al., 1992; Steele et al., 1998; 

Kramer et al., 2000; Pezzotti et al., 2003). Les animaux de ferme, plus particulièrement les 

poulets, seraient la principale source d'infection pour les humains (Sheppard et al., 2009; 

Strachan et al., 2009; Mullner et al., 2010; Pires et al., 2010). 

2.5 Campylobacter spp. dans l'eau 

On retrouve Campylobacter dans les eaux de surface tels les lacs et les rivières. Cette 

contamination pourrait provenir des animaux domestiques ou sauvages, des effluents et du 

ruissellement des terres agricoles (Moore et al., 2001 ). Les eaux de surface peuvent par la suite 

contaminer les animaux sauvages ou domestiques lorsqu'ils s'y abreuvent, les aliments cultivés 

si les eaux de surface sont utilisées pour arroser les terres agricoles, et les humains lors 

d'activités aquatiques. Il est parfois ardu d'isoler des souches aquatiques de Campylobacter, 

car leur concentration est très faible . De plus, comme l'eau est habituellement un 

environnement hostile avec peu de nutriments, les micro-organismes ont tendance à adopter un 

état viable, mais non cultivable (VBNC) ou former des biofilms (Reeser et al., 2007). Les 

bactéries qui se retrouvent sous forme de biofilm dans l'eau sont difficiles à prélever; il faut 
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déloger le biofilm pour se faire, tandis que les cellules VBNC doivent être ressuscitées en 

utilisant un bouillon d'enrichissement et différents paramètres de croissance avant de pouvoir 

les cultiver sur milieux (Corry et al. , 1995; Chaveerach et al., 2003). 

2.6 Cas de contamination 

Il est possible de contracter Campylobacter lors de la consommation de poulet, de lait 

non pasteurisé, d'huîtres, etc. Cependant, il est rare qu'une épidémie de Campylobacter 

provienne de ces sources. Les épidémies surviennent surtout lorsque le système d'eau potable 

est contaminé par le biais d'un bris d'équipement ou d'une mauvaise décontamination de l'eau. 

De plus, les eaux de surface jouent un rôle dans les épidémies chez les humains et pourraient 

aussi être responsables de la contamination des animaux de ferme (Jacobs-Reitsma et al., 

2008). Plusieurs études (Blaser et al., 1983; National Advisory Committee on Microbiological 

Criteria for Foods, 1994; Koenraad et al., 1997; European Food Safety Authority, 2005) ont 

démontré que la contamination des eaux de surface serait due à de la contamination fécale 

provenant d'oiseaux sauvages, d'animaux domestiques ou d'effluents d'eaux usées. 

Les épidémies d'infection par Campylobacter surviennent surtout lors de la 

consommation d'eaux contaminées, comme ça a été le cas en 1985 à Orangeville en Ontario. 

Les résidants ont consommé de l'eau contaminée provenant d'une source souterraine non

chlorée, ce qui a provoqué des gastro-entérites par C. jejuni chez 241 d'entre eux (Millson et al., 

1991). Quinze ans plus tard, une autre épidémie est survenue; cette fois-ci, 2300 personnes ont 

souffert de gastro-entérites causées par la présence de Campylobacter et de la souche 

pathogène Escherichia coli 0157:H7 dans l'eau potable de la ville de Walkerton, Ontario 

(Health Canada, 2000; Clark et al., 2003). 

Au Canada, il est trés probable que le nombre d'infections par Campylobacter soit 

largement sous-estimé dû au fait que les gastro-entérites nécessitent rarement l'attention d'un 

médecin. Présentement, les experts estiment que le nombre d'infections par Campylobacter est 

entre 2 et 3 fois plus important que le nombre d'infections par E. coli et Salmonella combinées 

(Thomas et al., 2006). En 2004, 9345 cas de gastro-entérites associés à une infection par 

Campylobacter ont été rapportés au Canada, ce qui a mené ce type d'infection au premier rang 

des maladies entériques contractées par le biais de produits alimentaires et d'eaux 

contaminées (http://dsolsmed.phac-aspc.gc.ca) bien que plusieurs autres facteurs puissent être 

responsables d'une infection (voir figure 2.1 ). La consommation de poulet, de lait non 
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pasteurisé et d'eau non traitée seraient les principaux facteurs de risque pour contracter une 

infection par C. jejuni (Miller et al., 2005). D'autres études affirment que la consommation du 

poulet, surtout s'il n'est pas assez cuit, et la contamination croisée qui peut survenir lors de la 

manipulation de cette viande sont les facteurs responsables de la plus grande majorité des 

infections chez l'humain (Anonyme, 2002; Graham et al., 2005; Nielsen et al., 2006). De plus, la 

consommation d'eau, volontaire ou non, lors de la baignade ou d'autres activités aquatiques 

pourrait être un facteur de risque important pour contracter Campylobacter (Jacobs-Reitsma et 

al., 2008). 

Lait non-~ 
et viande 

Humain ~ Humain 

Animaux 
de ferme 

Animaux 
de ferme 

Viande de volaille 

Animaux 
domestiques 

(

Volaille) 

Volaille 

Figure 2.1 : Schéma représentant les routes de transmission possibles et vérifiées de Campylobacter jejuni. 
Modifié de (Oison et al., 2008). 

2. 7 Difficultés pour l'étude de Campylobacter 

Il est difficile de quantifier et même de détecter la présence de Campylobacter dans des 

échantillons de l'environnement comme l'eau ou le sol car les bactéries sont souvent 

endommagées ou stressées. Bien que les cellules soient encore vivantes, elles ne peuvent être 
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cultivées et sont dans un état VBNC (Van Dyke et al., 201 0). Pour que les VBNC redeviennent 

cultivables, certaines études ont utilisé des bouillons d'enrichissement (Corry et al., 1995; 

Moore, 2000}, et des températures d'incubation de l'enrichissement qui augmentent 

progressivement (Ehlers et al., 1982) et ils repoussent l'ajout d'antibiotiques dans le bouillon 

plus loin dans le processus d'incubation afin de ne pas stresser inutilement les bactéries (Corry 

et al., 1995). Malgré tous ces efforts, il se peut que cela ne fonctionne pas, en raison d'autres 

difficultés : la concentration trés faible de Campylobacter dans certains échantillons de 

l'environnement et le caractère fastidieux de cette bactérie. C'est pourquoi il est primordial de 

développer des techniques de culture encore plus sensibles pour l'isolement et la quantification 

de ces pathogènes. En présence d'un échantillon qui contient une faible concentration de 

Campylobacter, il peut être favorable d'utiliser des étapes de filtration et d'enrichissement afin 

de concentrer les bactéries et d'en récupérer le plus possible (Hu et al., 2011 ). À elle seule, la 

technique de filtration s'est avérée efficace pour augmenter le nombre de cellules récupérées 

dans des échantillons d'eau (Bolton et al., 1982a; Ribeiro et al., 1984; Rosef et al., 1987; 

Stelzer et al., 1988; Brennhovd et al., 1992). La détection des pathogènes dans l'eau est 

primordiale surtout dans le cas de Campylobacter où l'ingestion de seulement 500 bactéries 

sont nécessaires pour causer une infection (Black et al., 1988; Robinson 1981). 

En ce moment, il n'existe pas de consensus sur la méthode d'isolement et 

d'énumération de Campylobacter, et ce parce qu'il est impossible d'isoler toutes les espèces de 

Campylobacter avec un seul et même protocole, et qu'il faut aussi adapter le protocole selon le 

type et la source de l'échantillon. Avant d'entreprendre une étude sur la détection de 

Campylobacter, il est nécessaire de déterminer les espèces visées, la nature des échantillons 

et leur provenance. Une fois que ces paramètres bien définis, il est possible d'utiliser un 

protocole déjà existant ou d'en adapter un afin d'isoler avec la meilleure efficacité possible les 

espèces d'intérêts des échantillons. Certaines conditions de croissance comme la température, 

la présence ou l'absence de certains gaz, la présence ou l'absence d'antibiotiques vont 

favoriser ou inhiber la croissance de certaines espèces de Campylobacter. Ces paramètres ont 

donc un impact sur les résultats et les espèces ou les souches isolées. Il est donc très ardu de 

déterminer hors de tout doute l'espèce qui prévaut dans l'échantillon. Pour contrer ces 

difficultés, certaines études suggèrent d'utiliser plusieurs méthodes, milieux et conditions de 

culture en parallèle afin de favoriser la croissance de plusieurs espèces (Hald et al., 2000; 

Maher et al., 2003; Habib et al., 2008; Acke et al., 2009). Cependant, ce genre d'analyse 

augmente grandement les coûts et le travail à effectuer pour chaque expérience, et dans 

plusieurs cas il est trop fastidieux d'utiliser plus d'une technique en même temps. Les 
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nombreuses méthodes d'isolement de Campy/obacter, les différents techniques de surveillance 

et le manque de consensus parmi la communauté scientifique rendent difficile la comparaison 

entre les résultats obtenus des différentes études. 

2.8 Méthodes moléculaires de détection 

Les méthodes de culture actuelles pour le dénombrement des Campylobacter sont 

dispendieuses et fastidieuses. C'est pourquoi beaucoup d'études tentent de détecter ou de 

quantifier Campylobacter spp. par des techniques moléculaires. Depuis plusieurs années, la 

détection de Campy/obacter spp. peut se faire en extrayant directement l'ADN de l'échantillon 

(environnemental ou fèces, par exemple) et en faisant une PCR conventionnelle, une PCR 

mutiplexe (mPCR) ou une PCR en cascade (Linton et al., 1997; Bang et al., 2002; Callicott et 

al., 2005; Coste et al., 2013; Lu et al., 2013). Avec l'arrivée de nouvelle technologie comme la 

PCR quantitative, il est maintenant possible de quantifier avec précision en plus de détecter 

Campylobacter dans des échantillons complexes (environnement, fèces, sols, etc.) (Lund et al., 

2004; Botteldoorn et al., 2008; Pitkanen et al., 2009; Rinsoz et al., 2009; Van Dyke et al., 2010; 

Clark et al., 2011; Liu et al., 2012). Pour quantifier Campylobacter à l'aide d'une technique de 

qPCR la première étape est d'extraire l'ADN total de l'échantillon, puis la qPCR peut se faire en 

utilisant des amorces spécifiques au genre ou aux différentes espèces. Cependant, lorsqu'une 

méthode de qPCR est utilisée, certaines difficultés causées par la présence d'inhibiteurs dans 

l'échantillon peuvent survenir. Il est donc important d'utiliser des méthodes rigoureuses 

d'extraction d'ADN et de réduire la présence des inhibiteurs de PCR. De plus, la qPCR ne 

permet pas une quantification exacte, car elle retrace aussi l'ADN des bactéries mortes. Il est 

donc impossible de déterminer le risque réel associé à l'échantillon. Comme aucune méthode 

de culture n'est utilisée, il est impossible d'obtenir des isolats pour faire des analyses de 

morphologie ou phénotypiques des différentes souches contenues dans l'échantillon. 

2.9 Sources de contamination 

Un des objectifs principaux de l'étude des Campy/obacter à l'heure actuelle est le suivi 

des sources microbiennes «microbial source tracking». Ce genre d'étude tente entre autres de 

déterminer la provenance des isolats qui contaminent les animaux, ou des espèces pathogènes 

qui causent des maladies chez les humains. Pour se faire, il faut obtenir des isolats de deux 

sources, par exemple l'eau de surface et des échantillons fécaux d'animaux, qu'on croit reliées, 
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et ensuite il faut comparer génétiquement ces souches afin de faire des corrélations. Le suivi 

des sources microbiennes est difficile à mettre au point avec les Campy/obacter, car ils peuvent 

provenir d'une multitude de sources (animaux de ferme, animaux sauvages, sols, eau, produits 

alimentaires, etc.). De plus, ceux-ci peuvent avoir des mutations spontanées et acquérir des 

plasmides ou les perdre facilement (Wassenaar et al., 2000). Les progrès au niveau de la 

biologie des populations ont démontrés que les changements génétiques qui surviennent chez 

C. jejuni et C. coli sont la cause de recombinaisons, ce qui provoquent beaucoup de diversité 

génétique chez ces bactéries (Dingle et al., 2001; Dingle et al., 2005) et donc le suivi devient 

très difficile. 

2.10 Identification phénotypique de Campylobacter spp. 

Certaines études se basent sur l'identification des Campylobacter par la morphologie 

des colonies ou sur les analyses biochimiques de ces mêmes colonies pour ensuite confirmer 

avec des PCR la nature de ces colonies isolées (Acke et al., 2009; Jacob et al., 2011). Il est 

plutôt imprudent de se baser sur des tests biochimiques pour identifier des isolats de 

Campylobacter, car il existe différentes souches qui sont parfois atypiques (Acke et al., 2009). 

De plus, la morphologie des colonies est dépendante du degré d'humidité du milieu (Buck et al., 

1981) et de la présence des dérivés inhibiteurs d'oxygène qui peuvent se former lors d'un 

entreposage inadéquat ou prolongé des milieux de culture (Carry et al., 1995). 

2.11 Résistance aux antibiotiques 

Certains plasmides présents chez Campy/obacter et portant des gènes codants pour la 

résistance à la tétracycline, à la kanamycine et au chloramphénicol ont été identifiés (Trieber et 

al., 2000). La tétracycline et le chloramphénicol sont des antibiotiques utilisés lorsqu'une 

infection persiste après un premier traitement avec un autre antibiotique, par exemple 

l'érythromycine. Jusqu'à 60% des souches sont résistances à la tétracycline (Blaser et a/. , 

2008). Le gène de résistance à la tétracycline tetO se retrouve sur un plasmide ou sur le 

chromosome en serait responsable. Le plasmide contenant ce gène peut être échangé 

rapidement entre différentes espèces de Campy/obacter (Batchelor et al., 2004; Gibreel et a/., 

2004; Nirdnoy et al., 2005; Pratt et al., 2005), et s'il se trouve sur les chromosomes, il peut être 

transmis rapidement par le biais de transformation génétique (A vrain et al., 2004). De plus, la 

tétracycline serait capable de persister pendant une certaine période dans l'environnement et 
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ainsi les bactéries seraient en contact prolongé avec cet antibiotique et développeraient une 

résistance (Frost, 1991 ). 

Des antibiotiques comme la pénicilline, les céphalosporines et le triméthoprime peuvent 

être inefficace contre toutes les souches de C. jejuni et C. coli (McNulty, 1987; Skirrow et al., 

1995). Bien que la résistance à la tétracycline des isolats Campylobacter soit inquiétante par 

son ampleur grandissante et la facilité de transfert du gène responsable, il existe d'autres 

antibiotiques très efficaces. Dans la plupart des cas de gastro-entérites, l'érythromycine est 

utilisée, car C. jejuni est l'espèce responsable de 90 % des cas de gastro-entérites, et que 

J'incidence de la résistance à l'érythromycine chez cette espèce est seulement de 0 et 12% 

(Gibreel et al., 2006) . De plus, d'autres études ont démontré que les fluoroquinolones (ex. : 

ciprofloxacine) s'avèrent aussi efficaces que l'érythromycine contre les gastro-entérites causées 

par des pathogènes humains (Piddock, 1995; Wistrôm et al., 1995). Cependant, la résistance 

aux fluoroquinolones se développe très rapidement chez les isolats Campylobacter (Adler

Mosca et al., 1991). Avant les années 1990, les isolats résistants aux quinolones étaient plutôt 

rares. Maintenant avec l'utilisation des dérivés de ciprofloxacine en médecine vétérinaire et les 

fluoroquinolones pour le traitement des maladies chez les humains, on observe une 

augmentation rapide du taux d'isolats résistants (Adler-Mosca et al., 1991; Agunos et al., 2013; 

Rautelin et al., 1991; Reina et al., 1992; Chatzipanagiotou et al., 1993). 

Les souches Campylobacter résistantes aux fluoroquinolones ont le même potentiel de 

colonisation et de persistance que les souches non résistantes même en absence des 

antibiotiques (Luo et al., 2005). De plus, lorsque les souches résistances et non résistantes 

étaient en compétition pour la colonisation de l'hôte, les souches résistantes ont pris le dessus. 

Habituellement, lorsqu'une souche devient résistante par Je biais d'une mutation, elle perdra 

aussi de l'efficacité au niveau de sa pathogénicité : croissance plus lente, diminution de 

l'habileté à la compétition, et persistance écourtée dans l'hôte et l'environnement. Cependant, 

les résultats de Luo et al. (2005) suggèrent que la mutation au niveau du gène gyrA confère à la 

bactérie la résistance aux fluoroquinolones en plus d'augmenter son efficacité pour infecter les 

hôtes. D'autres études (Priee et al., 2005; Priee et al., 2007) démontrent que même après 

plusieurs années suivant l'abolition de l'utilisation des fluoroquinolones chez les poulets, les 

souches Campylobacter résistantes aux fluoroquinolones dominaient dans ce genre d'élevages 

et que les bactéries résistantes colonisaient plus facilement les poulets lorsqu'elles sont 

comparées aux bactéries non résistantes (Han et al., 2008). En comparaison, la résistance aux 

macrolides survient plus rarement parce que le taux des mutations spontanées qui confèrent la 
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résistance aux macrolides est beaucoup plus bas (Zhang et al., 2008). De plus, en seulement 

24 heures, Campylobacter peut développer une résistance aux fluoroquinolones (Luo et al., 

2003), tandis qu'il faut une période prolongée, jusqu'à quelques semaines, pour que les 

bactéries développent une résistance aux macrolides (Lin et al., 2007) et pour une bactérie être 

résistance aux macrolides pourrait conférer un désavantage quant à la colonisation de son hôte 

(Luangtongkum et al., 2012). 

L'utilisation abusive, intensive ou non appropriée des antibiotiques tant au niveau de 

l'agriculture qu'au niveau des traitements des maladies chez les humains serait responsable du 

taux croissant d'isolats Campylobacter résistants aux antibiotiques. Les fluoroquinolones et les 

macrolides sont les deux classes d'antibiotiques de préférence pour traiter les gastro-entérites 

causées par Campylobacter, et la tétracycline est utilisée dans les cas d'infection persistante 

chez les êtres humains. Le taux grandissant d'isolats multirésistants est très inquiétant pour la 

santé publique, car il n'y a pas beaucoup d'autres options pour une thérapie par voie orale 

(Allos et al., 2009). 

La résistance aux antibiotiques se développe lorsque les bactéries sont soumises à une 

pression de sélection en présence d'un antibiotique. Lorsque l'antibiotique est retiré du 

processus pour une période prolongée, la pression de sélection est absente et donc les 

bactéries ne devraient plus être résistantes. Pourtant ce n'est pas le cas. Des poulets d'une 

ferme biologique qui n'a pas utilisé d'antibiotiques pour au moins trois ans étaient porteurs de 

souches de Campylobacter résistantes à l'érythromycine, à la tétracycline, à l'azithromycine et à 

la clindamycine (Thibodeau et al., 2011 ). Même en absence de pression de sélection, certains 

isolats résistants peuvent persister plus efficacement que les isolats non résistants, ce qui va à 

l'encontre de bien des résultats précédents (Zhang et al., 2003). 

2.12 Facteurs de virulence 

La motilité, l'adhérence, l'invasion, les protéines sécrétées, la survie intracellulaire et la 

production de toxines sont tous des facteurs qui jouent un rôle dans la pathogénicité des 

bactéries (Larson et al., 2008). Les espèces Campylobacter sont généralement dotées d'un ou 

deux flagelles qui leur permettent d'être mobiles. Afin de coloniser ou d'infecter les poulets et 

les humains, il est primordial pour C. jejuni de posséder un flagelle (Newell et al., 1985; Black et 

al., 1988; Hendrixson, 2006). Le flagelle joue un rôle important dans l'adhérence et l'invasion 
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des cellules de l'hôte (Konkel et al., 1989; Wassenaar et al., 1991; Carrillo et al., 2004; Konkel 

et al., 2004; Malik-Kale et al., 2007). 

Il existe aussi des protéines responsables de l'adhérence, comme la protéine de la 

membrane externe, CadF (Campylobacter adhesion to fibronectine). Cette protéine agirait 

comme une adhésine et permettrait l'adhérence aux cellules de l'hôte. Si CadF est absente, une 

baisse dans l'invasion des cellules est observée (Pei et al., 1998; Monteville et al., 2003; Ashgar 

et al., 2007). Le gène ciaB (Campylobacter invasion antigen 8) serait aussi impliqué dans les 

mécanismes d'invasion en codant pour une protéine sécrétée par les bactéries lorsqu'elles sont 

en contact avec des cellules épithéliales (Konkel et al., 1999). La fibronectine adhésine CadF 

ainsi que l'antigène d'invasion CiaB seraient retrouvés chez toutes les espèces de 

Campy/obacter (Miller, 2008). 

DnaJ est reconnue comme une protéine de choc thermique qui est produite lors d'une 

augmentation de la température à 46°C. Une étude a démontré qu'elle était nécessaire pour la 

survie des bactéries lors d'un stress thermique et pour la colonisation des poulets (Konkel et al., 

1998). À ce jour, il existe très peu de facteurs de régulation connus qui affectent la réponse au 

choc thermique chez Campylobacter. Le premier facteur à avoir été découvert est une protéine 

nécessaire pour la croissance optimale à 42 oc et pour la colonisation des poussins, qu'on 

appelle RacR (reduced ability to colonize) (Bras etal., 1999). 

La bactérie C. coli posséderait une activité hémolytique grâce à la présence d'un gène 

codant pour la phospholipase A de la membrane externe (PidA) (Grant et al., 1997). Un 

homologue du gène pldA peut être retrouvé chez C. jejuni et il serait aussi présent chez toutes 

les espèces de Campy/obacter. Les Campylobacter ne sont pas les seuls à posséder la 

protéine PldA. Elle se retrouverait aussi chez Helicobacter pylori où elle conférerait une 

résistance au stress provoqué par l'acide (Tannres et al., 2001) et un avantage quant à la 

colonisation de l'estomac de l'hôte (Dorrell et al., 1999). 

La production de toxine de distension cytolétale chez Campylobacter est soupçonnée 

d'être un des facteurs de virulence primordiale lors d'une infection par cette bactérie. Cette 

toxine produite grâce aux gènes cdtA, cdtB et cdtC est excrétée et attaque les cellules de l'hôte 

et les bloque dans la phase G2 du cycle cellulaire, ce qui va causer la mort de la cellule par 

apoptose (Whitehouse et al., 1998; Frisan et al., 2001; Lara-Tejero et al., 2001). La présence du 

plasmide pVir serait associée à des diarrhées sévères et sanglantes (Tracz et al., 2005). Les 

gènes f/aA et f/aB codent pour le ou les flagelles retrouvés à extrémité d'une cellule 

Campylobacter (On et al., 2008). 
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3 MATÉRIEL ET MÉTHODE 

3.1 Les souches références utilisées 

C. jejuni ATCC29428 et ATCC33291, C. lari ATCC35221 ainsi que la souche C. coli 

ATCC43478 ont été ensemencées sur du milieu Karmali (Karmali et al., 1986) (43 g/L agar de 

base pour la culture de Campylobacter, Oxoid CM0935; 100 mg/L pyruvate de sodium; 32 mg/L 

céfopérazone; 20 mg/L vancomycine et 100 mg/L cycloheximide) et incubées dans un 

environnement microaérophile (5% 02, 30% H2, 10% C02 et 55% N2. Praxair NICD10H02C-Q) à 

42 oc pendant 48 heures. L'ADN a été ensuite extrait en incubant à 1 00 oc une colonie isolée 

dans 100 1-JL d'eau stérile pendant 10 minutes et par la suite dilué 1:100. L'ADN de ces souches 

a été utilisé afin d'optimiser les protocoles pour la caractérisation des isolats au niveau des trois 

espèces (C. coli, C. jejuni et C. lan) et afin d'optimiser la détection des gènes de virulence, de 

production de cytotoxine et de résistance à la tétracycline en PCR multiplexe. 

3.2 Le prélèvement des échantillons 

Les échantillons ont été recueillis du bassin de la rivière South Nation qui se trouve dans 

l'est de l'Ontario, Canada. La rivière South Nation est longue de 175 km et son réservoir couvre 

une étendue de 3900 km2
. Toutefois, les échantillons ont été recueillis d'une aire d'environ 

200 km2 afin de limiter les déplacements et les coûts d'échantillonnage (FIG. 3.1 ). L'intérêt porté 

au bassin de la rivière South Nation vient du fait que celui-ci est entouré de terres dont 

l'utilisation est variée : 60 % de l'étendue du bassin est utilisée pour l'agriculture tandis que 40% 

des sites sont utilisés pour le développement urbain et rural. De plus, les terres agricoles sont 

fertilisées avec du fumier au printemps et à l'automne (Wilkes et al., 2009; Will<es et al., 2011; 

Sunohara et al., 2012). 
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Figure 3.1 : Carte des sites MST («microbial source tracking>>) d 'échantillonnage pour les prélèvements servant à la quantification de Campylobacter 
spp. du bassin versant de la rivière South Nation 
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En 201 0, les échantillons ont été recueillis toutes les deux semaines entre les mois de 

juin et de novembre aux sites MST-5, MST-18, MST-19, MST-20 et MST-21. Ces sites avaient 

été choisis car, dans les études préliminaires entre 2004 et 2009, ils avaient une plus forte 

concentration de Campylobacter (Graham Wilkes, communication personnelle). En 2011 et 

2012, les échantillons des sites MST-1, MST-5, MST-6, MST-8, MST-9, MST-18, MST-20, 

MST-22 et MST-24 ont été recueillis toutes les deux semaines entre les mois d'avril et de 

décembre. Ces sites avaient été préalablement choisis, car leur concentration en 

Campylobacter avait été importante ou afin d'observer les différences de concentrations entre 

des sites affectés par différents paramètres (proximité de terres agricoles, débit, etc. voir 

TABLEAU 3.1 ). Habituellement, des échantillons de deux litres d'eau ont été recueillis en 

submergeant des bouteilles stériles de polytéréphtalate d'éthylène (PET) (Systems Plus, 

Woodstock, Ontario, Canada) à une profondeur de 0,5 à 1 mètre sous la surface de l'eau. Les 

échantillons d'eau ont été ensuite gardés sur glace pour une période d'environ 24 heures avant 

d'être traités. Certains échantillons n'ont pas été recueillis de cette façon (détails dans tableau 

3.1). 
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Tableau 3.1 : Description sommaire des techniques de prélèvements et des sites du bassin versant de la 
rivière South Nation en 2009 et des environs utilisés pour la quantification de Campylobacter spp. Ce tableau 
a été obtenu grâce au travail de l'équipe du Dr. David Lapen. 

Numéro 
du site 

MST-1 

MST-5 

MST-6 

MST-8 

MST-9 

MST-18 

Lieu des 
prélèvements 
Cassel man 
(ON); apport de 
l'usine de 
traitement des 
eaux 

Rivière Little 
Castor 

Rivière Payne 

Rivière South 
Nation 

Crique 
Butternut 

Site de 
drainage 
Blanchard 
servant au 
projet EPBH8

, 

route 700 

Description 

Le site de prélèvement des échantillons se situait à l'endroit où l'usine de 
traitement des eaux qui alimentait la communauté de Casselman prend son 
eau. La prise d'eau pour l'usine se faisait à environ 6 mètres de profondeur. 
Les échantillons ont été prélevés à l'intérieur de l'usine après 3-5 minutes 
de fonctionnement de la pompe d'alimentation. En amont il y avait du 
développement urbain et des terres agricoles servant à la culture de fèves 
de soya et de maïs. À environ 1,6 km en amont du site de prélèvement les 
cours d'eau rivière Castor et crique Butternut se déversent dans la rivière 
South Nation. 
Les échantillons étaient collectés à partir d'un pont qui surplombait 
l'étendue d'eau. Deux fermes laitières se situaient à 70 rn et à 700 rn en 
amont du site de prélèvement. Ce site était plutôt entouré de marécages, 
forêts, pâturages et quelques champs abandonnés. En général, il était 
entouré de moins d'activité agricole que les autres sites. Cependant, 
plusieurs bernaches se retrouvaient à proximité du site de prélèvement et 
de l'épandage de fumier a été observé à 3 km. Ces paramètres pourraient 
influencer la qualité de l'eau. 
Les échantillons étaient collectés à partir d'un pont qui surplombait 
l'étendue d'eau. Plusieurs maisons se retrouvaient à proximité du site de 
prélèvement. De plus, beaucoup de terres entourant la rivière Payne étaient 
utilisées pour le pâturage (fermes laitières et bovines), mais on retrouvait 
aussi beaucoup de terres recouvertes par la végétation. Ce qui différenciait 
ce site des autres c'est la quantité relativement élevée de terres humides. 
Les échantillons étaient collectés à partir d'un pont de la ville de St-Aibert 
qui surplombait l'étendue d'eau. Le bassin était entouré de maisons et 
d'édifices commerciaux. La rivière Payne se situe à 1, 7 km du site et l'étang 
d'épuration de la ville de St-Aibert se situe à 2,6 km. Il était possible que la 
communauté de Crysler qu'on retrouve à 4,7 km en amont du site de 
prélèvement fût responsable d'une portion de la contamination fécale, car 
elle utilisait un système septique défectueux. Plusieurs fermes laitières 
situées à 1 et 4 km en amont pouvaient aussi participer à la contamination 
de l'eau. Aucune application de fumier n'avait été observée durant l'analyse 
des sites, mais quelques troupeaux de bernaches avaient adopté le bassin. 
Les échantillons étaient collectés à partir d'un pont qui surplombait 
l'étendue d'eau. De l'épandage de fumier solide et liquide a été observé 
ainsi que plusieurs troupeaux de bernaches. Les terres qui entouraient le 
bassin de la crique Butternut servaient à une variété d'activités agricoles 
(culture de maïs, culture de fèves de soya, fermes laitières [forte 
concentration à 2,5 km], écurie et ferme avicole [2 km]). De plus, à 2 km du 
site se retrouvaient une large étendue marécageuse et beaucoup de 
végétation. 
Les échantillons étaient collectés à la sortie d'un caniveau. La région 
immédiatement en amont était surtout entourée d'arbre et de terres servant 
à la culture de maïs et de fèves de soya. La partie supérieure du bassin 
était utilisée pour la culture de nourriture pour le bétail. Les terres cultivées 
étaient adjacentes à des fermes laitières, il était donc possible de croire que 
de l'épandage de fumier se faisait au courant de l'automne. Il était évident 
que des activités de pâturages étaient en cours dans la partie supérieure de 
l'aire de drainage. 
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MST-19 

MST-20 

MST-21 

MST-22 

MST-24 

Site de 
drainage 
Blanchard 
servant au 
projet EPBH, 
route Laflèche 

Site de 
drainage 
Bisa illon 
servant au 
projet EPBH, 
route Guerin 

Site de 
drainage 
Bisa illon 
servant au 
projet EPBH, 
route Laflèche 

Site servant au 
projet EPBH, 
accès des 
bovins restreint 

Site vierge 
dans la forêt 
La rose 

En amont de ce site se retrouvaient des terres servant à la culture de maïs 
et de fèves de soya et la partie supérieure du bassin servait aussi à ces 
cultures en plus de la culture de nourriture pour le bétail. Les terres 
cultivées étaient adjacentes à des fermes laitières, il était donc possible de 
croire que de l'épandage de fumier se faisait au courant de l'automne. 
L'aire entourant le bassin de drainage pouvait être considérée entièrement 
utilisée pour l'agriculture. Un seul troupeau de bernache a été aperçu 
pendant l'analyse des sites dans le sud de l'aire de drainage. 
Les échantillons étaient collectés au drain de Bisaillon à la route Guerin. 
Les terres adjacentes au site de prélèvement étaient utilisées pour la 
culture de maïs. De plus, en amont du site il y avait une ferme laitière qui 
pratiquait le stockage des eaux usées et des activités de pâturage. Près de 
la ferme laitière et dans la partie supérieure du bassin, il y avait des terres 
servant à la culture de maïs, de petits grains et de fèves de soya. Plusieurs 
maisons sur la route 800 ainsi que plusieurs troupeaux de bernaches 
observés dans les environs auraient pu participer à la contamination de 
l'eau. 
Les échantillons étaient collectés au drain de Bisaillon à la route Laflèche. 
Les terres adjacentes au site de prélèvement étaient utilisées pour la 
culture de maïs, de fèves de soya et de fourrages en rotation. De plus, juste 
à côté du site il y avait aussi une ferme laitière qui pratiquait le stockage 
des eaux usées et des activités de pâturage. Dans la partie supérieure de 
l'aire de drainage, il y avait aussi des terres agricoles servant à la culture 
des mêmes végétaux susmentionnés. Plusieurs maisons sur la route 800 
ainsi que plusieurs troupeaux de bernaches observés dans les environs ont 
pu participer à la contamination de l'eau. 
Ce site se trouvait en aval du site 18. Au Nord du site il y avait des terres 
pour la culture du foin et du maïs. En amont il y avait des terres servant à la 
culture mixte de maïs et de fèves de soya. La partie supérieure de l'aire de 
drainage servait aussi à la culture, mais les terres adjacentes étaient 
occupées par une ferme laitière, il était donc possible de croire que de 
l'épandage de fumier se faisait au courant de l'automne. Il était évident que 
des activités de pâturages étaient en cours dans la partie supérieure de 
l'aire de drainage. 
Le site MST-24 servait de site contrôle comme il n'était pas supposé être 
influencé par des fermes, des édifices commerciaux ou des résidences. Il 
s'agissait d'un site complètement entouré de végétation. Les échantillons 
étaient recueillis à la sortie d'un caniveau. L'aire de drainage était entourée 
d'arbres (surtout des conifères) et de marécages. La pente au site de 
prélèvement était plutôt abrupte. La forêt Larose était auparavant utilisée 
comme terre agricole, mais dans les années 1920, par souci de 
conservation, cette aire a été changée en forêt artificielle. 

aÉvaluation des pratiques de gestion bénéfiques à l'échelle des bassins hydrographiques. MST : 
«microbial source tracking» 

3.3 La quantification de Campylobacter spp. par la méthode 
d'ensemencement direct (2010) 

La méthode d'ensemencement direct (OP) a été utilisée en 201 0 afin de confirmer 

l'efficacité de la technique de NPP, mais aussi pour tester de façon rapide, différents milieux de 

culture afin d'apporter des changements à la technique NPP si nécessaire. Pour cette méthode, 
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un volume de 500 mL a été préfiltré sur préfiltre de fibre de verre d'une porosité de 0, 7 1-1m 

(Whatman) puis filtré sur un filtre d'ester de cellulose mixte de 0,22 1-1m (Pail, Canada). Puis, la 

biomasse du préfiltre et du filtre a été dispersée dans 10 ml d'eau tamponnée au phosphate 

(PBW; 42,5 mg/L de KH2P04, 0,42 g/L de MgCI2·6H20; (Eaton et a/., 2005)) à l'aide du vortex 

pour déloger les cellules des filtres. Les filtres ont été retirés du tube à l'aide de pince stérilisée 

à l'éthanol 80% et la flamme et les tubes ont été centrifugés pour 10 minutes à 14 600 g à 4°C. 

Un volume de 1 ml a été gardé du surnageant afin de disperser le culot. Ensuite, 10 1-1L et 

100 1-1L du culot dispersé de chaque site a été déposé sur du milieu solide modifié UNE (43 g/L 

bouillon brucella (VWR International), 3 g/L extrait de levure (Fisher Scientific), 15 g/L agar, 

1 g/L acide alpha-kétoglutarique et 600 mg/L carbonate de sodium (Li ne, 2001 )), de l'agar 

Abeyta-Hunt-Bark additionnée de TTC (AHB; 40 g/L bouillon infusion cœur (Oxoid), 2 g/L extrait 

de levure (Fisher Scientific), 15 g/L agar, 32 mg/L cefopérazone, 10 mg/L rifampicine, 2 mg/L 

amphotéricine B, 100 mg/L chlorure de triphényltétrazolium, 250 mg/L pyruvate de sodium, 

250 mg/L sulfate ferreux et 250 mg/L métabisulfite de sodium (Bridson, 1998)), du Karmali 

(Oxoid) (Karmali et al., 1986) et du milieu solide sélectif pour Campylobacter sans-sang 

(mCCDA; 45,5 g/L agar sans-sang sélectif pour Campy/obacter (Oxoid), 32 mg/L cefopérazone, 

10 mg/L amphotéricine B (Bolton et a/., 1984)). Puis, les géloses ont été incubées dans des 

conditions microaérophiles à 42°C. Les colonies ont ensuite été repiquées après deux et six 

jours sur le même milieu que celui ayant servi à l'isolement (voir Fig. 3.2). 
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Figure 3.2 : Schématisation du protocole d'ensemencement direct (OP) pour la quantification de 
Campylobacter spp. à partir des échantillons d'eau du bassin versant de la rivière South Nation. 

mCCDA : milieu solide sélectif pour Campylobacter sans-sang; UNE : milieu solide modifié UNE; AHB : mi lieu solide 
Abeyta-Hunt-Bark. 

3.4 La quantification de Campylobacter spp. par la méthode du 
nombre le plus probable 

La quantification s'est faite à l'aide d'un protocole du nombre le plus probable (NPP) qui 

consistait à l'analyse d'un aliquote de 500 ml, de cinq aliquotes de 100 ml et de cinq aliquotes 

de 10 ml par site. La méthode NPP permet de trouver une concentration approximative de 

cellules vivantes dans des échantillons selon les résultats de présence/absence obtenus à 

partir des 11 aliquotes. Ce test suppose que les cellules sont réparties de façon uniforme dans 

l'échantillon d'eau et qu'il n'y a aucune perte de cellules vivantes lors des analyses. Donc, le 

nombre de cellules cultivables de Campylobacter spp. contenu dans les différents aliquotes est 

supposé être distribué selon la loi de Poisson. Pour les échantillons de 500 ml et de 100 ml, 

la technique a débuté par la préfiltration de ces volumes sur un préfiltre de fibre de verre d'une 

porosité de 0, 7 1-1m (Whatman) et la filtration subséquente sur des filtres d'ester de cellulose 

mixte de 0,22 !Jm (Pail, Canada). Les préfiltres et les filtres correspondant au même volume du 

même site ont été alors déposés dans un tube contenant 15 ml de bouillon Preston modifié 

(mPB; bouillon nutritif #2, Oxoid CM0067; 5000 U/L polymyxine B; 10 mg/L rifampicine; 10 mg/L 

21 



triméthoprime; 10 mg/L amphotéricine B; 125 mg/L pyruvate de sodium; 125 mg/L sulfate 

ferreux; 125 mg/L métabisulfite de sodium et 50 mUL sang de cheval laqué (Bolton et al., 

1982b)). De plus, un volume de 50 ml de chacun des sites a été centrifugé pour 10 minutes à 

14 600 g (4°C). Les culots ont été dispersés dans 1 ml du surnageant et ce volume a été 

séparé de façon égale entre 5 tubes contenant 15 ml de mPB. Ces derniers tubes 

représentaient les cinq échantillons de 10 ml nécessaires pour compléter l'analyse de NPP. Ils 

étaient traités ainsi, car 10 ml est un volume insuffisant pour utiliser la méthode de filtration. 

Tous les tubes de mPB ont été ensuite incubés à 30 oc pour 3 h, puis à 37 oc pour 2 h 

et à 42 oc pour 43 h pour un total de 48 heures d'incubation. L'augmentation progressive de la 

température lors de l'incubation permet la ressuscitation des cellules endommagées (Corry et 

al. , 1995; Lévesque et al., 2011 ). Après cette période, les tubes ont été mélangés à l'aide d'un 

vortex pour 10 secondes puis 10 IJL de chaque tube a été ensemencé sur une gélose d'agar 

Karmali en se servant d'une boucle d'anse pleine et incubée pour 24 heures sous des 

conditions microaérophiles à 42°C. Par la suite, les plaques d'agar ont été examinées afin de 

trouver de la croissance ou des colonies isolées, puis deux colonies par morphologie observée 

ont été purifiées sur d'autres géloses de Karmali et incubées pour trois jours, dans les 

conditions précédemment énumérées. S'il n'y avait pas de croissance sur les premières géloses 

de Karmali, l'incubation était prolongée pour trois autres journées afin de récupérer les 

Campylobacter qui auraient pu avoir une croissance plus lente, puis les colonies ont été 

soumises au même traitement que les autres (Fig. 3.3) . 

Afin d'obtenir le résultat en Campylobacter NPP par 100 ml, il fallait tout d'abord 

caractériser chacune des colonies purifiées au niveau du genre et de l'espèce. Lorsqu'au moins 

une colonie isolée d'un tube était identifiée comme Campylobacter on considérait le tube 

comme positif. Puis avec le logiciel «MPN calculator», on identifiait le nombre de tube positif par 

site sur les 11 testés et cela donnait un résultat NPP (Fig. 3.4). Ce logiciel peut être téléchargé 

gratuitement à partir du lien suivant http://www.i2workout.com/mcuriale/mpn/ et il très facile 

d'utilisation. Les résultats obtenus à l'aide du « MPN calculator » ont dû être multipliés par 100 

afin d'obtenir le NPP/100 mL. Avec cette méthode il n'était pas nécessaire de compter les 

colonies sur les Pétris. De plus, les dilutions et le nombre de tubes pour chacune de ces 

dilutions permettent de détecter entre 0,096 et 16 NPP/100 ml. 
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Figure 3.3 : Schématisation du protocole nombre Je plus probable (NPP) pour la quantification de 
Campylobacter spp. à partir des échantillons d'eau du bassin versant de la rivière South Nation 

23 



••• MPN Calculator D ••• ••• 
File Edit Options Help 

1. Select MPN type 

1 Custom. 3 dilutions 3 
2. Enter MPN data 

EJ Positive 
Keypad 

tests 
BS l R B 1 ABI 500 ICCHCCH 
1 J 8 1 9 1 100 lr=s=H~ 

1Q lr=s=Hr=o=Gi 4 
1 

5 
1 

6 
1 

1 
1 

2 
1 

3
1 

- 1 0 
1 

3. Calculale MPN 

IMPN/G ram Il 0.0081 
1 

95% Cl LL: 
Calculate 

0.0028 .MPN 
95% Cl UL 0.024 

Figure 3.4: Utilisation du logiciel MPN calculator avec les paramètres un test de 500 ml, cinq tests de 100 
ml et cinq tests de 10 ml. 

MPN : «most propable numbern; Cl LL : intervalle de confiance de la limite inférieure; Cl UL: intervalle de 
confiance de la limite supérieure. 

3.5 Technique moléculaire de caractérisation des isolats au niveau 
du genre et de l'espèce 

L'ADN de tous les isolats a été extrait en incubant à 100 oc les colonies isolées dans 

100 IJL d'eau stérile pendant 10 minutes. L'ADN a ensuite été dilué 1:10 dans de l'eau ultrapure 

et conservé à -20 oc jusqu'à l'utilisation. Tous les ADN (isolats et souches références) ont été 

soumis à une PCR avec les amorces universelles pA/pH ciblant le gène de I'ARN ribosomal 

168 (Bruce et al., 1992) afin d'évaluer la présence et la qualité de l'ADN. Ensuite, une PCR 

utilisant les amorces C412F/C1288R a permis d'identifier au niveau du genre les isolats 

Campylobacter (Kreader, 1996; Linton et al., 1996; Brown et al., 2004). Pour ces PCR, une 

étape initiale de dénaturation pour 5 minutes à 94 oc et une étape finale d'élongation de 1 0 
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minutes ont été utilisées. Les autres conditions de PCR pour les amorces universelles et la 

détection du genre Campylobacter sont décrites dans le tableau 3.2. 

Comme trois espèces thermophiles étaient à l'étude, l'utilisation de PCR multiplex 

(mPCR) a été de mise pour diminuer les coûts de caractérisation des isolats au niveau de 

l'espèce. L'optimisation d'une mPCR a été réussie en utilisant les souches références 

énumérées plus haut et les amorces hipO-F/hipO-R et ask-F/ask-R ciblant le gène de 

l'hippuricase hydrolase (hipO) de C. jejuni et le gène de l'aspartate kinase de C. coli, 

respectivement (Hani et al., 1995; Slater et al., 1997; Volokhov et al., 2003; Steele et al., 2006; 

Caner et al., 2008; Talukder et al., 2008; da Silva Quetz et al., 2010). Malheureusement pour la 

détection de C. lari, il a été impossible d'inclure les amorces dans la mPCR, car la longueur du 

fragment amplifié (180 pb} était trop près de celui du gène hipO de C. jejuni (176 pb} et donc 

impossible de les différencier par électrophorèse sur gel d'agarose. Une PCR simplex a été 

donc nécessaire pour la détection de C. lari à l'aide des amorces JH0015/JH0016 qui ciblent le 

gène de maintenance cpn60 (Chaban et al., 2009). Pour ces PCR, une étape initiale de 

dénaturation de 5 minutes à 94 oc et une étape finale d'élongation de 10 minutes ont été 

utilisées. Les autres conditions de PCR pour la caractérisation des isolats au niveau de l'espèce 

sont décrites dans le tableau 3.2. 
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Tableau 3.2: Conditions de PCR avec les amorces universelles et pour la caractérisation au niveau du genre 
et de l'espèce des isolats 

Nom Programme (x 
Longueur 

Gène de 
Organisme cible 

cible 
des Séquence des amorces (5'- 3') nombre de 

l'ampicon 
Référence 

amorces cycles) (pb) 

pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 40 s à 94 oc, 
Bactéries ARNr 1 min à 55 oc, 

1 500 
(Bruce et 

16S pH 
AAGGAGGTGATCCAGCCGC 2 min à 72 oc al., 1992) 
A (x30) 

C412F GGATGACACTTTTCGGAG C 1 min à 94 oc. 
Campylobacter ARNr 1 min à 55 oc, 

816 
(Linton et 

spp. 16S C1288R CATTGTAGCACGTGTGTC 1 min à 72 oc al., 1996) 
(x30) 

C. jejuni hi pO 
hipO-F ATGATGGCTTCTTCGGATAG 

176 
hipO-R GCTCCTATGCTTACAACTGC 30 s à 95 °C, 

(da Silva 
ask-F 

GGTATGATTTCTACAAGCGA 30 s à 51 °C, Quetz et 
C. coli ask 

G 45 s à 72 oc 
502 al., 201 0) 

ATAAAAGACTATCGTCGCGT (x35) 
ask-R 

G 

JH0015 
TCTGCAAATTCAGATGAGAA 15 s à 95 °C, 

C. lari Cpn6 AA 15sà54°C, 180 
(Chaban et 

0 
JH0016 

TTTTTCAGTATTTGTAATGAA 15 s à 72 oc al., 2009) 
ATATGG (x40) 

Toutes les PCR décrites antérieurement ont été effectuées dans un volume final de 

25 IJL et avec 10 IJL d'ADN dilué 1:10 et en présence de tampon composé de 80 mM Tris-HCI 

(pH 8,3}, 0,1% Triton X-1 00, 20 mM (NH4)2S04, 2 mM mgCb, 0,2 mM de chaque dNTPs et de 

l'eau ultrapure. De plus, la concentration finale de chaque amorce était de 0,4 !JM et la Taq 

polymérase a été ajoutée à une concentration finale de 0,6 U. Par la suite, le volume a été 

ajusté à 25 IJL en ajoutant la quantité adéquate d'eau ultrapure et dans les témoins négatifs 

10 !JL d'eau ultra pure remplaçait l'ADN. L'amplification s'est faite à l'aide du thermocycler 

Eppendorf pro gradient (Thermo Fisher Scientific). Les amplicons ont été ensuite séparés par 

électrophorése sur un gel d'agarose de 1,5% plv avec 1x de tampon Tris-acétate-EDTA (TAE) à 

120 V pour 1 heure. La détection des amplicons sur gel s'est poursuivie en colorant le gel en le 

submergeant dans une solution de bromure d'éthidium pour 30 minutes et en utilisant l'appareil 

Alpha Imager system de Thermo Fisher Scientific équipé du DE500 Darkroom. 
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3.6 Optimisation d'une méthode mPCR pour la détection des gènes 
de virulence, de production de cytotoxines et de résistance à la 
tétracycline 

Les techniques de OP et de NPP ont permis d'isoler un très grand nombre d'isolats. Afin 

d'approfondir la caractérisation et de connaître un peu plus les dangers des souches 

aquatiques, des protocoles de détection des gènes de virulence, de production de cytotoxines 

et le gène tet(O) responsable de la résistance à la tétracycline ont été utilisés. Vu le grand 

nombre d'isolats et le temps restreints pour l'analyse, des protocoles de mPCR ont été 

développés en utilisant l'application SciTools OligoAnalyzer 3.1 (IDT technologies) afin d'éviter 

les dimères et les interactions entre les amorces. Lors des analyses de dimère d'amorces 

(hétéro-dimère) un résultat supérieur à -9 kcal/mole était considéré adéquat. De plus, la taille 

des fragments a été considérée afin de pouvoir distinguer les différents amplicons par 

électrophorèse. Il a fallu également que les amorces aient des températures d'hybridation 

similaires afin d'être couplées ensemble dans la même mPCR. 

L'optimisation s'est faite avec les souches de références mentionnées précédemment et 

en exploitant différents paramètres comme l'ajout de BSA, de DMSO et de cycles 

supplémentaires. Cinq nouveaux protocoles permettant de détecter sept gènes de virulence 

(flaA, flaB, racR, dnaK, ciaB, pldA et cj0588), quatre gènes de production de cytotoxines 

(cdtABC, cdtA, cdtB et cdtC) ainsi que le gène conférant la résistance à la tétracycline tet(O) ont 

été développés grâce à cette stratégie. Les différentes conditions de PCR sont données dans le 

tableau 3.3. 
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Tableau 3.3: Conditions de mPCR pour la détection des gènes de virulence, de production de cytotoxines et du gène de résistance à la tétracycline 
tet(O) chez C. jejuni 

Gène cible Nom des amorces Séquence des amorces (5'-+3') 

DS-18 eeTTGTGATGeAAGeAATe 
cdtA 

DS-15 AeAeTeeATTTGeTTTeTG 

tet(O) 
Tet(O)-F GGeGTTTTGTTTATGTGeG 

Tet(O)-R ATGGAeAAeeeGAeAGAAGe 

cdtABC 
cdtABe-F GAATTGGATTTGGGGeTATAeT 
cdtABe-R TTGeAeATAAeeAAAAGGAAG 
cj0588-F(588E) AT GAGA TTTGA 1 1 1 1 1 1 1 GTTTeA 

cj0588 
ej0588-R(588S) ATTTTTGATATAGTAGTAAA 

ci aB 
ciaB-652 TGeGAGATTTTTeGAGAATG 

ciaB-1159 TGeeeGeeTTAGAAeTTAeA 
pldA-361 AAGAGTGAGGeGAAATTeeA 

pl dA 
pldA-726 GeAAGATGGeAGGATTATeA 

cdtB 
cdtB-113 eAGAAAGeAAATGGAGTGTT 
cdtB-713 AGeTAAAAGeGGTGGAGTAT 

flaA664 AATAAAAATGeTGATAAAAeAGGTG 
fla A 

flaA1494 TAeeGAAeeAATGTeTGeTeTGATT 

flaB-F(RAA9) 
AAGGATTTAAAATGGGTTTTAGAATAAA 
eAee ft aB 

flaB-R(flaAB-
82531 

GeTeATeeATAGeTTTATeTGe 

ra cR 
racR-25 GATGATeeTGAeTTTG 
racR-593 TereeTATTTTTAeee 

dnaJ 
dnaJ-299 AAGGeTTTGeTeATe 
dnaJ-1003 eTTTTTGTTeATeGTT 

cdtC 
cdte-192 eGATGAGTTAAAAeAAAAAGATA 
cdte-351 TTGGeATTATAGAAAATAeAGTT 

3Ajout de albumine de sérum bovin (BSA) à une concentration finale de 0,15 IJQIIJL 
bAjout de diméthylsulfoxyde (DMSO) à une concentration finale de 5% 
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Programme Longueur de Référence 
l'ampicon (pb) 

2 min à 95oe (Datta et al., 2003; 
35x(30 s à 95°e, 30 s à 370 

Gupta et al., 2004) 
50°e, 
1 min à 72°C), 

559 
(Hickey et al., 

5 min à noea. 2000) 

4 min à 94oe 1215 
(Krutkiewicz et al., 

30x(1 min à 94°e, 1 min à 2010) 

42°e, 1 min 30 s à 72°C), (Krutkiewicz et al., 
5 min à noea. 770 2010) 

527 
(Zheng et al., 

4 min à 94oe 2006) 
30x(1 min à 94°e, 1 min à 

(Zheng et al., 
58°e , 1 min à 72°C), 385 

2006) 5 min à 72°e. 
620 (Datta et al., 2003) 

4 min à 94oe 855 (Datta et al., 2003) 

35x(1 min à 94°e, 1 min à 
53oe, 1 min à 72°C), 
7 min à n oe b. 

260 (Goon et al., 2003) 

4 min à 94oe 
584 (Datta et al., 2003) 

35x(1 min à 94°e, 1 min à 720 (Datta et al., 2003) 
46°e, 1 min à 72°C), 
5 min à noea. 

182 (Datta et al., 2003) 



3.7 Application des protocoles de mPCR pour la détection des gènes 
de virulence, de production de cytotoxines et de résistance à la 
tétracycline 

L'ADN des isolats dilué 1:10 et extrait avec la technique décrite plus haut a été disposé 

dans des plaques 96 puits puis soumis aux cinq différents protocoles de mPCR (voir la section 

3.5). Les souches de références ont aussi été incluses dans ces plaques de 96 puits afin d'avoir 

des témoins positifs et l'eau ultrapure constituait le témoin négatif pour chaque mPCR. 

3.8 Séquençage des gènes de virulence, des gènes de production de 
cytotoxines et du gène de résistance à la tétracycline 

Afin de vérifier que la spécificité des amorces permettant la détection des gènes de 

virulence, des gènes de production de cytotoxines et du gène de résistance à la tétracycline, les 

amplicons ont été séquencés. Le protocole a utilisé la polymérase Taq titanium et a permis 

d'éviter l'étape de la purification de l'ADN après la première amplification. De plus, cette 

enzyme fait moins d'erreurs. Pour les amplicons qui devaient être séquencés, une PCR simplex 

a été fait en utilisant les mêmes programmes retrouvés au tableau 3.3 en plus d'employer les 

réactifs nécessaires pour le séquençage avec la Taq titanium (voir tableau 3.4). Les fragments 

envoyés au séquençage provenaient tous de C. jejuni du réservoir de la rivière South Nation 

ayant eu des résultats positifs pour le gène qui devaient être séquencé ainsi que certaines 

souches références (C. jejuni ATCC 29428, C. fetus spp. fetus ATCC 27374 et C. jejuni spp. 

doy/ei A TCC 49349. 
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Tableau 3.4: Réactifs pour la PCR de séquençage avec la polymérase Taq titanium 

Réactifs 

1 OX tampon Titanium TM 

Taq 

(35 mM MgC/2) 

2 mM dNTPs 
1 0 IJM amorce sens 
10 JJM amorce antisens 

H20 HPLC stérile 

Polymérase Titanium Taq 
Total ADN conc. : 1 ng!JJL 

Concentration finale 
désirée 

1X 

(3,5 mM) 

0,1 mM 
0,08 JJM 
0,08 JJM 

Ajuster le volume à 
15 JJL 

O,SOX/10 JJL 
0, 1 ng/réaction 

Volume à ajouter dans une 
réaction de 15 JJL 

1,5 JJL 

(inclus dans le tampon Titanium TM Taq 
10X) 

0,50 IJL 
0,12 JJL 
0,12 JJL 

2,661JL 

0,10 JJL 
10,00 JJL 

Les amplicons ont ensuite été analysés par électrophorèse sur gel d'agarose en utilisant 

les paramètres décrits dans la section 3.5. Si les résultats observés étaient satisfaisants, 1 JJL 

de la réaction de PCR étaient mis en présence de 8,5 JJL de mélange réactionnel (contiens 

3,75 JJL H20 stérile; 2,5 JJL de tréhalose 20%; 1,75 JJL de SX tampon de séquençage et 0,5 JJL 

de mélange Big Dye terminator) et 0,5 JJL d'amorce (3,2 JJM) sens ou antisens selon le cas, 

pour un volume final de 10 J.Jl. Pour faire l'amplification, les tubes ont été soumis à un 

programme de 29 cycles : 94 oc pour 10 secondes, puis 50 oc pour 5 secondes et 60 oc pour 4 

minutes, dans le Thermocycler Eppendorf pro gradient (Thermo Fisher Scientific). Après la 

dernière étape d'amplification, les amplicons ont été envoyés à l'unité de séquençage 

d'Agriculture et Agroalimentaire Canada qui utilise l'électrophorèse capillaire de ABI Prism 

3130XL. Enfin, les séquences obtenues ont été analysées et assemblées en utilisant le logiciel 

SeqMan de la suite DNASTAR. 
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4 RÉSULTATS 

4.1 La localisation des sites 

En 2010, les sites d'échantillonnage situés dans le bassin versant de la rivière South 

Nation ont été choisis selon des résultats de tests présence/absence de Campylobacter spp. 

effectués en 2009. Ces analyses de présence/absence ont été effectuées toutes les deux 

semaines par le laboratoire du Dr. David Lapen. Les cinq sites à l'étude en 2010 (MST-5, MST-

18, MST-19, MST-20 et MST-21) étaient les plus souvent contaminés. Les sites choisis avaient 

des résultats de présence/absence entre 43,1% et 57,4% et étaient donc considérés comme les 

plus fréquemment contaminés. Les tests de présence/absence se faisaient en filtrant 500 ml sur 

un filtre 0,45 (Jm et en plaçant ce filtre dans du bouillon Bolton dans des conditions 

microaérophiles (5% 02, 10% C02 et 85% N2) pendant 24 heures à 42°C. Puis, des géloses 

CCDA ont été ensemencées avec le bouillon Bolton et les géloses ont été incubées à 42°C 

pendant 48 heures dans les mêmes conditions microaérophiles (Jokinen et al., 2010). Afin de 

confirmer qu'il s'agissait bien de Campylobacter, les colonies ont été testées avec une PCR 

multiplexe (Denis et al., 1999). Cependant, il n'a pas été pris en considération la similarité entre 

les sites, le peu de paramètres différents, ainsi que leur proximité. De plus, les échantillons du 

site MST-24 qui devaient être utilisés comme témoin n'ont pas été inclus dans les analyses et 

malheureusement le site MST-1 n'a pas été analysé en 2009. En 2011 et 2012, le choix des 

sites s'est fait selon la concentration de Campylobacter spp., mais aussi la diversité des sites, 

leur éloignement ainsi que l'ajout du site témoin. 

4.2 Comparaison de la méthode NPP et la méthode 
d'ensemencement direct pour la quantification de Campylobacter 
(2010) 

La méthode NPP est en général une technique plus sensible pour la quantification de 

Campy/obacter spp. dans les échantillons d'eau, car elle comprend une incubation dans un 

bouillon d'enrichissement ce qui permettrait aux bactéries qui se trouvaient dans un état VBNC 

de redevenir cultivables. En 2010, les deux méthodes NPP et d'ensemencement direct ont été 

utilisées en parallèle afin de confirmer que la méthode NPP était bien la technique qui 
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permettait de récupérer le plus de bactéries Campylobacter, et qu'elle était aussi plus sensible 

(voir figure 4.1). La technique NPP permettait de déceler Campylobacter dans plusieurs sites 

qui étaient négatifs avec la méthode d'ensemencement direct. De plus, la méthode 

d'ensemencement direct a été utilisée avec quatre milieux de culture différents afin de repérer 

le milieu le plus efficace et sélectif pour la récupération de Campylobacter spp. (voir figure 4.2 

et tableau 4.1). Le milieu Karmali s'est avéré meilleur pour la récupération de bactéries dans le 

milieu. Il était possible d'obtenir un grand nombre de colonies sur ce milieu. Cependant, il n'était 

pas très sélectif (77,0% d'inconnu), mais en le combinant à la méthode NPP le pourcentage 

d'inconnu diminuait à 2,0 %. 
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Figure 4.1 : Comparaison entre la méthode du nombre le plus probable (NPP) et la technique 
d'ensemencement direct pour la récupération de Campylobacter spp. des échantillons d'eau obtenus des 
sites MST -5, MST-18, MST-19, MST-20 et MST-21 en 2010. 
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Figure 4.2 : Comparaison entre différents milieux de culture utilisés avec la technique d'ensemencement 
direct pour la récupérat ion de Campylobacter spp en 2010. 

mCCDA : milieu solide sélectif pour Campylobacter sans-sang; UNE : milieu solide modifié UNE; AHB : milieu solide 
Abeyta-Hunt-Bark. 

Tableau 4.1 : Nombre d'isolats obtenus avec les différents milieux et techniques ainsi que leur affiliation aux 
espèces Campylobac ter avec les PCR décrites dans le tableau 3.2 

Milieu de 
culture No. d'isolats acampy/obacter C. coli C. jejuni C. lari blnconnu 
(méthode) sp. 

n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 
AHB (OP) 61 1 {1,6) 2 (3,3) 9 (14,8) 7 (11,5) 42 (68,9) 
Karmali (OP) 148 11 (7,4) 8 (5,4) 12 {8,1) 3 (2,0) 114 (77,0) 
UNE (OP) 50 1 (2,0) 9 (18,0) 9 (18,0) 1 (2,0) 30 (60,0) 
mCCOA (OP) 59 0 (0,0) 8 (13,6) 5 (8,5) 7(11,9) 39(66,1) 
Karmali (NPP)748 16 (2,1) 14 (1,9) 699 (93,4) 4 (0,5) 15 (2,0) 

3 L'analyse n'a pas permis une affiliation précise à une espèce. blsolat non identifié comme Campylobacter au niveau 
du genre ou de l'espèce. OP : ensemencement direct; NPP : nombre le plus probable; mCCDA : milieu solide sélectif 
pour Campylobacter sans-sang; UNE : milieu solide modifié UNE; AHB : milieu solide Abeyta-Hunt-Bark. 
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4.3 Caractérisation au niveau du genre et de l'espèce des isolats 
obtenus (2010-2012) 

À l'aide de la technique NPP et de la méthode OP, en 2010, il a été possible d'isoler plus 

d'un millier de CampyJobacter aquatiques du bassin versant de la riviére South Nation. Ces 

isolats devaient être caractérisés afin de connaître l'espèce dominante dans ce bassin versant 

et pour poursuivre les recherches au niveau des gènes de virulence, des gènes de production 

de cytotoxines et du gène de la résistance à la tétracycline (voir tableau 4.2). Afin d'observer 

des changements au niveau des espèces dominantes ou de la concentration de CampyJobacter 

dans l'eau, la caractérisation au niveau du genre et de l'espèce s'est poursuivie en 2011-2012 

(tableaux 4.3 et 4.4). Une PCR sur I'ARNr 16S de chacun des isolats a permis de déterminer si 

l'ADN avait été correctement extrait. Puis les isolats ont été soumis à une PCR les caractérisant 

au niveau du genre avec les amorces C412F et C1288R et une PCR spécifique pour l'espèce 

C. Jarl avec les amorces JH0015 et JH0016 et une mPCR pour l'affiliation des isolats à l'espèce 

C. coli ou C. jejuni avec les amorces ask-F et ask-R et hipO-F et hipO-R respectivement 

(tableau 3.2). Les souches qui ont été affiliées au genre CampyJopacter, mais qui n'ont pas pu 

être identifiées au niveau de l'espèce avec les PCR subséquentes sont décrites comme 

«CampyJobacter sp.» dans les tableaux 4.2, 4.3 et 4.4. Certains ADN donnaient des résultats 

positifs à la PCR avec deux des trois espèces testées, ces résultats sont donc comptabilisés 

dans la colonne «non-pure 2/3 espèces» des tableaux 4.2, 4.3 et 4.4. De plus, d'autres 

échantillons d'ADN extrait des isolats environnementaux avaient de l'ADN amplifiable, car ils 

obtenaient une bande de 1500 paires de bases avec la PCR sur I'ARNr 16S, mais on n'obtenait 

aucun résultat positif avec les PCR subséquentes. Ces isolats appartiennent possiblement à un 

autre genre bactérien et sont identifiés dans les tableaux 4.2, 4.3 et 4.4 comme des inconnus. 

Selon les résultats PCR effectués sur l'ADN des isolats aquatique, l'espèce dominante 

serait C. jejuni. En 2011 et 2012, la deuxième espèce dominante était C. Jarl, tandis qu'en 2010 

la différence entre le nombre d'isolats C. coli et C. Jarl est beaucoup plus petite et il semble que 

le site MST-19 soit responsable de la plus grand majorité des isolats C. coli. En 2010, le site 

MST-19 a permis de récupérer le plus d'isolats et le plus de CampyJobacter. De plus, ce site 

avait un très bas pourcentage d'inconnu (8,4%) tandis que le site MST-21 avait le plus haut 

(41,5 %). En 2011 et 2012, le site MST-9 avait permis de récupérer le plus de CampyJobacter 

tandis que les sites MST-1, MST-8 et MST-22 étaient peu et plus rarement contaminés et donc 

moins d'isolats de ces sites ont été obtenus. Dans les deux dernières années de l'étude, très 
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peu d'isolats ont été décrits comme inconnu et presque la totalité des échantillons contenait de 

l'ADN amplifiable. 

Les sites MST-5, MST-18 et MST-20 ont été analysés pendant les trois années de 

l'étude. Pour le site MST-5 on peut observer, à partir de 2011, une forte augmentation du 

nombre d'isolats C. lari récupéré, alors à ce site C. /ari devient clairement la deuxième espèce 

la plus commune. Les sites MST-18 et MST-20 n'ont pas subi de changement majeur au niveau 

des espèces ou du nombre d'isolats récupéré. 
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Tableau 4.2 : Affiliation des isolats aux Campylobacter obtenus en 2010 (NPP et OP) 

Isolats avec Isolats avec 
No. ADN acampylobacter C. coli C. jejuni C. tari bNon-pure clnconnu ADN non-

Site no. isolats amplifiable sp. 2/3 espèces amplifiable 
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 

MST-5 259 249 (96, 1) 6 (2,4) 3 (1 ,2) 184 (73,9) 3 (1 ,2) 3 (1 ,2) 50 (20,1) 10 (4,0) 
MST-18 291 283 (97,3) 16 (5,7) 3 (1 '1) 174 (61 ,5) 2 (0, 7) 3 (1 '1) 85 (30,0) 8 (2,8) 
MST-19 340 309 (90,9) 3 (1 ,0) 32 (1 0,4) 209 (67,6) 10 (3,2) 29 (9,4) 26 (8,4) 31 (10,0) 
MST-20 117 115 (98,3) 2 (1 '7) 1 (0,9) 92 (80,0) 0 (0,0) 2 (1 '7) 18 (15,7) 2 (1 ,7) 
MST-21 152 147 (96,7) 2 {1 ,4) 2 (1 ,4) 75 (51 ,0) 7 (4,8) 0 {0,0) 61 (41 ,5) 5 (3,4) 
Total 1159 1103 (95,2) 29 (2,6) 41 (3,7) 734 (66,5) 22 (2,0) 37 (3,4) 240 (21 ,8) 56 (5,1) 

aL'analyse n'a pas permis une affiliation précise à une espèce. bAffiliation à 2 espèces sur 3 par PCR, bandes multiples. clsolats non-affilié au 
genre ou à l'espèce Campy/obacter par PCR, résultat positif avec les amorces universelles. 

Tableau 4.3 : Affiliation des isolats aux Campylobacter obtenus en 2011 (NPP) 

Isolats avec Isolats avec 
No. ADN acampy/obacter C. coli C.jejuni C. tari bNon-pure clnconnu ADN non-

Site no. isolats amplifia ble sp. 2/3 espèces amplifiable 
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 

MST-1 14 14 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 14 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
MST-5 244 232 (95, 1) 1 (0,4) 4 (1 ,7) 191 (82,3) 28 (12,1) 8 (3,4) 0 (0,0) 12 (5 ,2) 
MST-6 151 151 (1 00,0) 0 (0 ,0) 7 (4,6) 86 (57,0) 51 (33,8) 7 (4 ,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 
MST-8 65 65 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 39 (60,0) 22 (33,8) 4 (6,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 
MST-9 328 325 (99, 1) 2 (0,6) 33 (1 0,2) 197 (60,6) 72 (22,2) 21 (6,5) 1 (0,3) 2 (0,6) 
MST-18 119 113 (95,0) 3 (2,7) 4 (3,5) 98 (86,7) 4 (3,5) 4 (3,5) 6 (5,3) 0 (0,0) 
MST-20 84 80 (95,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 78 (97,5) 2 (2,5) 0 (0,0) 2 (2,5) 2 (2,5) 
MST-22 38 35 (92,1) 0 (0,0) 0 (0,0) 34 (97,1) 0 (0,0) 1 (2,9) 0 (0,0) 3 (8,6) 
MST-24 52 52 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0} 46 (88,5) 4 (7, 7) 2 (3,8) 0 (0,0) 0 (0,0} 
Total 1095 1067 (97,4) 6 (0,6) 48 (4,5) 783 (73,4) 183 (17,2) 47 (4,4) 9 (0,8) 19 (1 ,8) 

aL'analyse n'a pas permis une affiliation précise à une espèce. bAffiliation à 2 espèces sur 3 par PCR, bandes multiples. clsolats non-affilié au 
genre ou à l'espèce Campy/obacter par PCR, résultat positif avec les amorces universelles. 
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Tableau 4.4: Affiliation des isolats aux Campylobacter obtenus en 2012 (NPP) 

Isolats avec Isolats avec 
No. ADN acampy/obacter C. coli C. jejuni C. lari bNon-pure clnconnu ADN non-

Site no. isolats amplifia ble sp. 2/3 espèces amplifiable 
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 

MST-1 44 42 (95,5) 3 (7,1) 3 (7,1) 24(57,1) 12 (28,6) 0 (0,0) 2 (4,8) 0 (0,0) 
MST-5 144 142 (98,6) 6 (4,2) 0 (0,0) 100 (70,4) 30 (21,1) 6 (4,2) 2 (1 ,4) 0 (0,0) 
MST-6 107 106 (99,1) 5 (4,7) 3 (2,8) 84 (79,2) 14 (13,2) 1 (0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 
MST-8 38 38 (1 00,0) 1 (2,6) 1 (2,6) 10 (26,3) 22 (57,9) 4 (10,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 
MST-9 257 254 (98,8) 6 (2,4) 4 (1 ,6) 164 (64,6) 76 (29,9) 4 (1 ,6) 3 (1 ,2) 0 (0,0) 
MST-18 103 100 (97, 1) 0 (0,0) 6 (6,0) 76 (76,0) 14 (14,0) 4 (4,0) 3 (3,0) 0 (0,0) 
MST-20 60 60 (100,0) 1 (1 '7) 0 (0,0) 57 (95,0) 0 (0,0) 2 (3,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 
MST-22 55 55 (100,0) 0 (0,0) 11 (20,0) 18 (32,7) 26 (47,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
MST-24 73 73 (100,0~ 15 {20,5) 7 (9,6~ 51 (69,9) 0 {0,0) 0 (0,0) 0 (0,0~ 0 (0,0~ 
Total 881 870 (98,8) 37 (4,3) 35 (4,0) 584 (67,1) 194 (22,3) 21 (2,4) 10 (1,1) 0 (0,0) 

al'analyse n'a pas permis une affiliation précise à une espèce. bAffiliation à 2 espèces sur 3 par PCR, bandes multiples. clsolats non-affilié au 
genre ou à l'espèce Campy/obacter par PCR, résultat positif avec les amorces universelles. 
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4.4 Quantification de Campylobacter spp. pour tous les sites (201 0-
2012) 

La quantification de Campy/obacter spp., en 2010, a pu se faire de deux façons 

différentes, selon la technique choisie entre OP et NPP. La méthode OP a permis de quantifier 

le nombre d'unités formatrices de colonies (CFU) Campylobacter par 100 ml tandis que la 

seconde a permis de déterminer la concentration en NPP par 100 ml (voir tableau 4.5). En 

2011 et 2012, grâce à la comparaison entre la méthode OP et NPP ainsi que la comparaison 

des milieux de culture, seule une technique a été nécessaire pour la quantification de 

Campy/obacter spp. : la technique NPP avec le milieu de culture Karmali (voir tableau 4.6 et 

4. 7). De plus, la quantification a toujours été effectuée toutes les deux semaines du printemps à 

l'automne, sauf pour 2010 où l'échantillonnage a commencé durant l'été Ouin). Enfin, pour 

obtenir les résultats de quantification en NPP/100 mL, il a été primordial d'obtenir tout d'abord 

les résultats des affiliations au niveau du genre et de l'espèce afin de bien confirmer l'identité 

des isolats. 

En 2010, la quantification de Campy/obacter spp. pour le site MST-19 a à huit reprises 

dépassé la limite supérieure de détection de 16 NPP/100 ml tandis que les autres sites l'ont 

seulement atteint à quatre reprises ou moins (tableau 4.5). Cela indiquait donc qu'il y avait une 

plus forte présence de Campy/obacter au site MST-19. Cependant, aucun site n'a été sous la 

limite de détection inférieure qui était de 0,096 NPP/100 ml. Il y a eu une baisse dans la plupart 

des sites de la concentration de Campylobacter à la fin juillet et au début août. Des analyses 

statistiques pourraient permettre de bien refléter la tendance. Cette diminution de 

Campy/obacter pourrait être due à des précipitations plus faibles ou d'autres facteurs physico

chimiques. 

En 2011, la quantification au site MST-1 a seulement débuté le 2 août. Plusieurs des 

sites ont vu leur concentration en Campylobacter spp. sous la limite de détection inférieure. Peu 

de sites avaient une forte concentration de Campy/obacter spp. Une certaine augmentation de 

Campy/obacter a été observée à la fin mai/début juin, et une autre augmentation à l'automne. 

Ces périodes d'augmentation correspondraient avec l'épandage de fumier sur les terres 

agricoles. La concentration de Campylobacter au site MST-9 a dépassé à plusieurs reprises 

(cinq fois) la limite supérieure de détection (16 NPP/100 ml) (tableau 4.6). Cela pourrait être dû 

à la forte densité de terres agricoles, d'élevage et l'épandage confirmé de fumier solide et 
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liquide. Les sites MST-1, MST-8 et MST-24 avaient en général une faible concentration de 

Campylobacter. Le MST-1 sert de site de prélèvement de l'eau pour la communauté de 

Casselman et le site MST-24 n'est pas influencé par les activités agricoles, urbaines ou 

industrielles, car il est isolé dans la forêt Larose. 

En 2012, le site MST-24 était toujours un des sites les moins contaminés avec 10 

échantillonnages sous la limite inférieure de détection (tableau 4.7). Le site MST-9 a atteint 

moins souvent la limite supérieure de détection (deux fois en 2012 et cinq fois en 2011) ce qui 

suggère une baisse de la contamination, ce qui pourrait être attribuable à la baisse des 

précipitations, des caractéristiques physico-chimiques du site (température, pH, turbidité, 

conductivité, etc.) ou de l'épandage de fumier sur les terres agricoles. Il manque plusieurs 

échantillons pour les sites MST-18, MST-20 et MST-22, car les sites étaient souvent à sec. En 

2012, entre les mois d'avril et septembre, la région d'Ottawa a reçu 424,4 mm de pluie 

comparés à 572,4 mm et 602,8 mm en 2011 et 2010 respectivement (données recueillies par 

Environnement Canada). Cette diminution des précipitations pourrait expliquer la baisse de 

concentration générale pour la plupart des sites. Pour la dernière année d'échantillonnage, il a 

été possible d'observer une augmentation pour quelques sites à la fin mai/début juin. 
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Tableau 4.5: Concentration en NPP/100 ml selon les dates et les sites d'échantillonnages de 2010. 

Date jj-mm-aaaa 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ..-- ..-- ..-- ..-- ..-- ..-- ..-- ..-- ..-- ..-- ..--
Site 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

N N N N N N N N N N N . . . . . . 1 1 1 . 1 
co co ,..... ,..... c:o c:o m 0 0 ..-- ..--
0 0 0 0 0 0 0 ..-- ..-- ..-- ..--

1 1 1 1 1 . 1 1 1 1 1 .q c:o N co m (") 0 .q c:o ..-- 1.0 ..-- N ..-- N 0 N N 0 ..-- 0 ..--

NPP/100ml >16 1,7 9,2 9,2 1,3 >16 >16 >16 5,4 >16 5,4 
MST-5 95% Cl LL 5,4 0,65 2,9 2,9 0,48 5,4 5,4 5,4 1,6 5,4 1,6 

95% Cl UL 48 4,6 29 29 3,5 48 48 48 18 48 18 
NPP/100ml 2,4 2,8 1,8 0,1 >16 >16 >16 9,2 >16 9,2 5,4 

MST-18 95% Cl LL 0,89 1 0,67 0,013 5,4 5,4 5,4 2,9 5,4 2,9 1,6 
95% Cl UL 6,4 7,6 4,7 0,78 48 48 48 29 48 29 18 
NPP/100ml >16 >16 >16 0,81 1,4 >16 >16 >16 >16 9,2 >16 

MST-19 95% Cl LL 5,4 5,4 5,4 0,28 0,52 5,4 5,4 5,4 5,4 2,9 5,4 
95% Cl UL 48 48 48 2,4 3,8 48 48 48 48 29 48 
NPP/100ml 0,81 0,93 4,3 a a >16 a >16 >16 2,2 3.5 

MST-20 95% Cl LL 0,28 0,33 1,4 5,4 5,4 5,4 0,83 0,046 
95% Cl UL 2,4 2,7 13 48 48 48 5,9 10 
NPP/100ml >16 1,3 0,46 2,5 4,3 >16 0,34 >16 1,3 2,2 0,21 

MST-21 95% Cl LL 5,4 0,48 0,14 0,93 1,4 5,4 0,09 5,4 0,48 0,83 0,046 
95% Cl UL 48 3,5 1,5 6,8 13 48 1,3 48 3,5 5,9 0,97 

Aucun échantillonnage le 07 septembre 2010. au arrive parfois que les sites soient secs, surtout lors de 
période estivale, donc les analyses ne sont pas possibles. NPP : nombre le plus probable; Cl LL : 
intervalle de confiance de la limite inférieure; Cl UL : intervalle de confiance de la limite supérieure. 
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Tableau 4.6: Concentration en NPP/100 mL selon les dates et les sites d'échantillonnages de 2011. 

Date ll-mm-aaaa 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

Site 0 0 0 ~ 0 0 0 ~ 0 ~ 0 0 0 0 0 ~ 0 0 
N N N N N N N N N N N N N ~ -.i ..t ah ah ch 8 ,..:. ~ rh rh rh c:n c:n 0 0 ' ~ ~ 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ~ ~ ~ ~ 

N ch c:n rt ch ~ ..t rh N ah c:n N ch ' ..t ,..:. 0 
~ 

c:::i ~ N 0 0 0 ... 0 ~ N ~ N ~ N 0 

NPP/100ml a a a a a a a a <00096 <00096 <00096 a <00096 <00096 0021 0029 0081 
MST-

1 
95% Cl LL 00012 00012 00012 00012 00012 00046 00074 0028 
95% Cl UL 0,78 0,78 0078 0078 0078 0097 1 01 2,4 

MST-
NPP/100ml 16 1 01 202 >16 305 305 2,4 5,4 005 0081 0013 1 01 0029 <00096 1,4 <00096 1 

5 
95% Cl LL 5.4 0039 0083 5,4 102 1 o2 0089 106 0015 0028 0002 0039 00074 00012 0052 00012 0036 
95% Cl UL 48 3 509 48 10 10 6,4 18 106 2.4 0082 3 1 01 0078 108 0,78 206 

MST-
NPP/1 00ml <00096 >16 0,72 2,4 1 01 <00096 <00096 <00096 <00096 >16 1,1 1 01 001 0,29 3,5 2,8 16 

6 
95% Cl LL 0,012 5,4 0024 0,89 0,39 0,012 00012 00012 0,012 5,4 0 ,39 0,39 00013 0,074 1,2 1 5,4 
95% Cl UL 0,78 48 202 6,4 3 0,78 0,78 0,78 0,78 48 3 3 0,78 1,1 1 7,6 48 
NPP/1 00ml <0,096 305 0,34 1,7 1,7 <0,096 <00096 <00096 <0,096 <0,096 a <0,096 0,096 <0,096 <0,096 <0,096 0,5 

MST-
95% Cl LL 0,012 1,2 0,09 0,65 0065 0,012 00012 00012 0,012 0,012 00012 0,012 0,012 0,012 0,012 0015 8 
95% Cl UL 0078 10 1,3 4,6 4,6 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 1,6 

MST-
NPP/100ml <0 0961 902 2,4 3,5 >16 >16 005 >16 <0,096 5,4 403 16 >16 0,29 >16 3,5 0,81 

9 
95% Cl LL O,Cl12 2,9 0,89 1,2 5,4 5,4 0 ,15 5,4 0,012 1,6 1,4 5,4 5,4 0,074 504 1,2 0,28 
95% Cl UL 0.78 29 6.4 10 48 48 0,82 48 0,78 18 13 48 48 1,1 48 10 2,4 
NPP/100ml 0034 0,81 <0,096 1,3 9,2 <0,096 0,13 <0,096 a 0,13 0,8 0,72 <0,096 <00096 3,5 16 <0,096 

MST-
95% Cl LL 0,09 0,28 0,012 0,48 2,9 0,012 0,02 0,012 0,02 0,28 0,24 0,012 00012 1,2 5,4 0,012 

18 
95% Cl UL 1,3 2,4 0,78 305 29 0,78 0,82 0,78 0,82 2,4 2,2 0 ,78 0,78 10 48 0,78 
NPP/1 00ml 103 1 <0 096 <0,096 0,81 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 a a <0,096 0,65 0029 902 1,7 0,81 <0,096 

MST-
95% Cl LL 0,48 0,012 0,012 0,28 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,21 0,074 2,9 0,65 0,28 0,012 

20 
95% Cl UL 3,5 0,78 0,78 2,4 0,78 0,78 0078 0,78 0078 2 101 29 406 2,4 0078 
NPP/1 00ml 0095 

1 

001 3 <00096 <0,096 001 <00096 a a a a a <00096 0013 <00096 5,4 <00096 <00096 
MST-

95% Cl LL 0,33 0002 00012 0,012 00013 00012 00012 0002 00012 106 0,012 00012 
22 

95% Cl UL 2,7 0082 0,78 0078 0078 0078 0,78 0082 0,78 18 0,78 0078 

MST-
NPP/100ml <0,096 1 <00096 0013 <00096 <00096 <00096 <00096 <0,096 0,13 <00096 <00096 001 0,5 <00096 0.1 3,5 >16 

24 
95% Cl LL 0,012 00012 0002 00012 00012 00012 00012 00012 0002 00012 00012 00013 0,15 00012 00013 102 5,4 
95% Cl UL 0078 0,78 0082 0,78 0078 0078 0078 0078 0082 0078 0078 0078 106 0078 0078 10 48 

au arrive parfois que les sites soient secs, surtout lors de période estivale, dons les analyses sont impossibles. NPP : nombre le plus probable; Cl 
LL : intervalle de confiance de la limite inférieure; Cl UL : intervalle de confiance de la limite supérieure. 
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Tableau 4.7 : Concentration en NPP/100 mL selon les dates et les sites d'échantillonnages de 2012. 

Date il-mm-aaaa 

N N N c:::i c:::i N N N N N N N N N 

Site ~ ;; ;; ;; ;; 0 0 0 ;; ;; ;; ;; 0 ;; 
N N N N N N N N N N N N S'~ o.h o.h ch ch r.!. r.!. r.!. rh g3 a, a, 0 0 ~ 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ~ ~ ~ 

r.!. c\1 .,j. rh ~ ch 0 ~ r.!. 0 .,j. a, c\1 o.h 
0 N 0 

~ 0 ~ (") ~ N ~ N 0 N 0 

NPP/100mL 0,27 0,1 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 0,72 0,13 
MST-1 95% Cl LL 0,066 0,013 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,24 0,02 

95% Cl UL 1,1 0.78 0,78 0,78 0,78 0.78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 2,2 0,82 
NPP/100mL 0,79 0,096 1,1 0,45 0,5 3,5 3,5 >16 0,5 0,1 <0,096 <0,096 0,5 <0,096 

MST-5 95% Cl LL 0,27 0,012 0,38 0,13 0,15 1,2 1,2 5,4 0,15 0,013 O,Q12 0,012 0,15 0,012 
95% Cl UL 2,3 0,78 3 1,5 1,6 10 10 48 1,6 0,78 0,78 0,78 1,6 0,78 
NPP/1 OOmL 0,34 <0,096 2,8 0,27 <0,096 <0,096 <0,096 <0,096 2.4 0,21 <0,096 0,21 1,4 2,8 

MST-6 95% Cl LL 0,09 0,012 1 0,066 0,012 0,012 0,012 0,012 0,89 0,046 0,012 0,046 0,52 1 
95%CI UL 1,3 0,78 7,6 1,1 0,78 0,78 0,78 0,78 6,4 0,97 0,78 0,97 3,8 7,6 
NPP/100mL 0,13 <0,096 0,13 0,13 <0,096 <0,096 <0,096 0,1 0,1 0,13 <0,096 a a a 

MST-8 95% Cl LL 0,02 0,012 0,02 0,02 0,012 0,012 0,012 0,013 0,013 0,02 0,012 
95% Cl UL 0,80 0,78 0,82 0,82 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,82 0,78 
NPP/100mL 0,096 0,59 3,5 0,21 0,2 <0,096 <0,096 2.4 0,13 >16 >16 16 1,7 2,8 

MST-9 95% Cl LL 0,012 0,19 1,2 0,046 0,043 0,012 0,012 0,89 0,02 5.4 5,4 5,4 0,65 1 
95% Cl UL 0,78 1,9 10 0,97 0,95 0,78 0,78 6.4 0,82 48 48 48 4.6 7,6 
NPP/100mL <0,096 0,45 0,87 0,096 <0,096 • • • • 3,5 <0,096 1,1 0,5 0,57 

MST-18 95% Cl LL 0,012 0,13 0,3 0,012 0,012 1,0 0,012 0,39 0,15 0,18 
95% Cl UL 0,78 1,5 2,5 0,78 0,78 10 0,78 3 1,6 1,8 
NPP/100mL 0,34 3,5 9,2 1,1 <0,096 • • • a • • . a 0,29 

MST-20 95% Cl LL 0,09 1,2 2,9 0,38 0,012 0,074 
95% Cl UL 1,3 10 29 3 0,78 1,1 
NPP/100mL <0,096 0,096 9,2 <0,096 • • • • • • . • • • 

MST-22 95% Cl LL 0,012 0,012 2,9 0,012 
95% Cl UL 0,78 0,78 29 0,78 
NPP/100mL <0,096 0,34 0,1 <0,096 0,13 0,48 0,096 0,13 0,1 0,29 <0,096 0,29 0,13 1.4 

MST-24 95% Cl LL 0,012 0,09 0,012 0,012 0,02 0,14 0,012 0,02 0,013 0,074 0,012 0,074 0,02 0,52 
95% Cl UL 0,78 1,3 0,78 0,78 0,82 1,6 0,78 0,82 0,78 1,1 0,78 1,1 0,82 3,8 

au arrive parfois que les sites soient secs, surtout lors de période estivale, dons les analyses sont impossibles. NPP : nombre le plus probable; Cl 
LL : intervalle de confiance de la limite inférieure; Cl UL : intervalle de confiance de la limite supérieure. 
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4.5 Optimisation de mPCR pour la détection simultanée de plusieurs 
gènes de virulence, gènes de production de cytotoxines et gène 
de résistance à la tétracycline 

Il a été primordial de réduire le temps de détection des génes de virulence, de gènes 

de production de cytotoxines et du gène de résistance à la tétracycline vu le grand nombre 

d'isolats à analyser, la quantité de gènes à détecter et le temps restreint pour compléter les 

analyses. L'optimisation de protocoles mPCR s'est fait en jumelant les amorces avec des 

températures d'hybridation semblables et des longueurs de fragment différentes, en plus 

d'utiliser le logiciel OligoAnalyzer 3.1 de IDT technology afin d'éviter les dimères d'amorces. Si 

les résultats obtenus avec les souches de référence n'étaient pas satisfaisants, il était possible 

d'ajouter du DMSO, du BSA ou même d'augmenter le nombre de cycles afin d'obtenir des 

amplicons observables par électrophorèse sur gel d'agarose (figure 4.4). Une mPCR n'a pas 

nécessité d'ajout de DMSO et de BSA (figure 4.5). 

dnaJ (720 pb) 
racR (584 pb) 

cdtC (182 pb) 

Figure 4.4: Résultat de l'électrophorèse sur gel d'agarose obtenu après l'amplification des gènes en mPCR 
avec BSA et sans BSA. 

Amplification des gènes racR, dnaJ et cdtC en mPCR avec l'ajout de BSA (puits 2-6} et sans l'ajout de BSA (puits 7-
11 ). Puits 1 : 100 pb échelle ADN marqueur de taille, puits 2-5 et 7-10 : isolats aquatiques C. jejuni et puits 6-11 : eau 
nano-pure. L'ajout de BSA était nécessaire pour bien observer les résultats. 
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cdtB (620 pb) 

ciaB (527 pb) 

pldA (385 pb) 

Figure 4.5: Résultat de l'électrophorèse sur gel d'agarose d'une mPCR ne nécessitant pas de DMSO ou de 
BSA. 

Gel d'aga rose obtenu après l'amplification des gènes ciaB, pldA et cdtB en mPCR. Puits 1 : 100 pb échelle ADN 
marqueur de taille, puits 2 : C. jejuni ATCC 29428 positif pour les trois gènes amplifiés et puits 3-5 : isolats 
aquatiques C. jejuni positifs pour deux ou trois gènes de virulence. PCR multiplex ne nécessitant pas l'ajout de 
DMSO ou de BSA. 

4.6 Détection des gènes de virulence, gènes de production de 
cytotoxines et du gène de résistance à la tétracycline 

Lorsque l'optimisation des mPCR a été complétée, il a fallu tester ce protocole sur 

des échantillons aquatiques Campy/obacter. Les premiers essais étant concluants, la détection 

des gènes s'est effectuée sur tous les isolats 2010 (tableau 4.8). Selon l'analyse, plusieurs 

gènes semblaient absents chez C. coli et C. Jari (cdtABC, cdtA, cdtB, pldA , ciaB, cj0588). De 

plus, tous les gènes étaient présents dans un plus grand pourcentage de C. jejuni sauf les 

gènes racR et flaA qui se retrouvaient plus souvent chez C. coli et/ou C. Jari. Le gène cdtC se 

retrouvait le plus souvent (86,0 %) parmi les isolats obtenus lors de cette étude. Le gène tet(O) 

et le gène cdtACB étaient plutôt rares chez les Campy/obacter récupérés (9,8 % et 12,8 % 

respectivement). 
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Tableau 4.8: Nombre (pourcentage) de gènes de virulence, de gènes de production de cytotoxines et du gène de résistance à la tétracycline détecté 
chez les isolats caractérisés comme étant C. jejuni, C. coli et C. /arien 2010 

Résistance à 
No. Production de C:ïtotoxines Invasion la tetrac:ïcline 
Isolats cdtABC cd tA cdtB cd tC pl dA ci aB tet(O) 
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 

C. jejuni 430 60 (14,0) 311 (72,3) 326 (75,8) 398 (92,6) 309 (71 ,9) 347 (80,7) 45 (10,5) 
C. coli 26 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (15,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (3,8) 
C. /ari 14 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (14,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
Isolats totaux 470 60 (12,8) 311 (66,2) 326 (69,4) 404 (86,0) 309 (65,7) 347 (73,8) 46 (9,8) 

Adhérence aux 
No. Adhérence et colonisation cellules Caco-2 
Isolats fla A flaB cadF dnaJ ra cR cj0588 
n n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 

C. jejuni 430 179(41,6) 373 (86,7) 350 (81 ,4) 87 (20,2) 88 (20,5) 275 (64,0) 
C. coli 26 12 (46,2) 17 (65,4) 17 (65,4) 1 (3,8) 7 (26,9) 0 (0,0) 
C. lari 14 4 (28,6) 7 (50,0) 4 (28,6) 0 (0,0) 3 (21 ,4) 0 (0,0) 
Isolats totaux 470 195(41,5) 397 (84,5) 371 (78,9) 88(18,7) 98 (20,9) 275 (58,5) 
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Afin de déterminer si les amplicons dérivés des isolats aquatiques correspondaient bien 

aux génes ciblés, du séquençage a été effectué (Tableau 4.9). Certains génes ont été 

découvert récemment et d'autres sont étudiés plus rarement, il était donc primordial d'assurer le 

séquençage des amplicons. Les séquences obtenues ont fait l'objet d'une analyse comparative 

« blast » dans les banques de données au niveau des séquences en nucléotides, mais aussi en 

acides aminés afin d'obtenir des résultats plus complets. Les séquences attendues ont été 

obtenues pour tous les amplicons. 

Tableau 4.9: Résultats de séquençage de différent gène avec des souches références et quelques isolats 
obtenus de l'eau du bassin versant de la rivière South Nation 

Isolat ou souche Fragment Résultat au séquençage Résultat au blast de 
référence séquencé (blast) protéine 

Campylobacter jejuni Toxine de distension Cytochrome C de C. 
cd tA cytoléthale (génome complet CW0022 

de C. jejum) 
jejuni 

Campy/obacter jejuni Toxine de distension Cytochrome C de C. 

CW0009 
cd tA cytoléthale (génome complet jejuni ou toxine de 

de C. j ejum) distension léthale 

Campylobacter jejuni Toxine de distension Cytochrome C de C. 
cd tA cytoléthale (génome complet jejuni ou toxine de 

ATCC 29428 
de C. jejum) distension léthale 

Campylobacter jejuni Toxine de distension 
Toxine de distension cd tB cytoléthale (génome complet 

CW0282 
de C. jejum) 

léthale 8 de C. jejuni 

Campylobacter jejuni 
cd tB Toxine de distension 

Aucune similarité 
CW0283 cytoléthale de C. jejuni 

Campy/obacter jejuni 
Toxine de distension 

cd tB cytoléthale (génome complet Aucune similarité 
ATCC 29428 

de C. jejum) 
Campy/obacter jejuni 

cd tC cdtC de C. jejuni Toxine de distension 
CW0009 léthale C de C. jejuni 
Campy/obacter jejuni 

cd tC cdtC de C. jejuni Protéine hypothétique 
ATCC 29428 de Capselle rube/la 
Campy/obacter jejuni 

ciaB ciaB (génome complet de C. 
Aucune similarité CW0282 jejum) 

Campylobacter jejuni 
ciaB 

ciaB (génome complet de C. 
Aucune similarité 

CW0283 jejum) 
Campylobacter jejuni 

ciaB 
ciaB (génome complet de C. 

Aucune similarité ATCC 29428 jejum) 

Campylobacter jejuni Génome complet de C. jejuni Protéine hypothétique 
ciaB de Paramecium ssp. doylei A TCC 49349 spp. doy/ei 

tetraurelia 
Campy/obacter jejuni 

cj0588 Génome complet de C. jejuni 
Protéine de 

CW0292 Pseudanabaena biceps 
Campylobacter jejuni 

cj0588 Génome complet de C. jejuni Protéine hypothétique 
CW0286 de Desu/fobacter 
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curvatus 
Campylobacter jejuni cj0588 Génome complet de C. jejuni Aucune similarité 
ATCC 29428 

Campylobacter jejuni 
Protéine de la 

dnaJ dnaJ de C. jejuni membrane de 
CW0009 Sterptococcus sanguinis 
Campy/obacter jejuni 

dnaJ dnaJ de C. jejuni DnaJ de C. jejuni 
CW0281 
Campy/obacter jejuni dnaJ dnaJ (protéine de choc DnaJ de C. jejuni 
ATCC 29428 thermique de C. jejum) 
Campylobacter jejuni 

fla A flaA de C. jejuni Glyrophosphodiester 
CW0293 
Campy/obacter jejuni 

fla A f/aA de C. jejuni 
Cree de K/ebsiella 

ATCC 29428 pneumoniae 
Campylobacter jejuni 

fla A flaA de C. jejuni 
Flagelle partiel de C. 

ssp. doylei A TCC 49349 coli 
Campy/obacter jejuni 

f/aB 
accB et accC ou f/aA et flaB 

Aucune similarité 
ATCC 29428 de C. jejuni 
Campylobacter jejuni 

pl dA pldA de C. jejuni 
Phospholipase A de C. 

CW0281 jejuni 
Campylobacter jejuni pl dA pldA de C. jejuni 

Phospholipase A de C. 
CW0282 jej uni 
Campylobacter jejuni 

pl dA pldA de C. jejuni 
Phospholipase A de C. 

ATCC 29428 jejuni 
Campylobacter jejuni 

ra cR 
racR (génome complet de C. Régulateur à deux 

CW0009 jejum) composantes de C. coli 
Campylobacter jejuni 

ra cR 
racR (génome complet de C. 

Aucune similarité 
CW0281 jejum) 

Protéine partielle de 
Campylobacter fetus tet(O) C. jejuni ssp. jejuni ou C. coli 

résistance à la 
ssp. fetus A TCC 2737 4 tétracycline 

( Campy/obacte() 
Campy/obacter jejuni tet(O) Plasmide de C. coli 

Protéine ribosomal SOS 
CW0022 de L 13 Prevote/la 

Campylobacter jejuni 
Génome complet de C. jejuni 

Protéine de résistance à 
CW0009 

tet(O) ou plasmide de C. coli pour la la tétracycline de C. coli 
résistance à la tétracycline 
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5 DISCUSSION 

Cette étude diffère des autres déjà publiées, car elle comprenait l'isolement, la 

caractérisation au niveau du genre, de l'espèce des isolats issus d'environnement aquatiques et 

pour lequel la sélection pour les Campylobacter a été effectuée. De plus, notre étude a 

également visé la détection des gènes de virulence, de production de cytotoxine et de la 

résistance à la tétracycline de plusieurs milliers d'isolats. La plupart des articles retrouvés 

faisaient mention d'un maximum de plusieurs centaines d'isolats (Cioak et al., 2002; Datta et al., 

2003; Zheng et al., 2006; Krutkiewicz et al., 2010). Le nombre restreint d'isolats dans la plupart 

des cas était sûrement dû à la difficulté d'isolement des souches de Campy/obacter. Celles-ci 

sont fastidieuses et elles sont souvent endommagées, ou dans un état viable mais non 

cultivable, lorsqu'elles se retrouvent dans l'eau ou d'autres environnements hostiles. De plus, 

les études effectuées sur une période de temps sur le même territoire sont plutôt rares. Ce 

genre d'expérience sur une période de trois ans pourrait permettre de déterminer si la 

concentration de Campylobacter est en hausse à travers les années. Plusieurs études se sont 

intéressées à la présence de Campylobacter dans des échantillons alimentaires ou cliniques 

tandis que les études sur les eaux de surface sont limitées. Lors de recherches préliminaires, 

seulement un article faisait mention de l'utilisation de mPCR (Kabir et al., 2011) pour la 

détection de gène de production de cytotoxines chez Campylobacter. Dans notre étude, 

l'utilisation de mPCR pour la détection d'un grand nombre de gènes de virulence, de gènes de 

production de cytotoxines et du gène de résistance à la tétracycline a été une première dans ce 

domaine. Enfin, notre étude comprenait plusieurs nouveaux aspects dont la quantification et la 

caractérisation de plusieurs milliers de souches aquatiques sur une période de trois ans dans 

les eaux de surface ainsi que l'utilisation de mPCR pour la détection de gènes permettant 

d'obtenir un indice sur la virulence et le danger des souches aquatiques Campy/obacter. 

5.1 La sélection des sites selon les résultats de présence/absence de 
Campylobacter 

Les analyses de présence/absence ont été effectuées en 2009 avant le début du projet. 

La première sélection s'est effectuée en se basant sur la forte présence de Campy/obacter aux 

sites d'échantillonnage. La présence relativement élevée de Campylobacter spp. à certains 

sites pourrait être dûe à la proximité d'une ferme laitière, à l'épandage de fumier, à la présence 
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de bernaches et/ou aux activités agricoles. De plus, plusieurs autres paramètres physico

chimiques ont pu être responsables d'une concentration plus ou moins élevée de 

Campylobacter spp. par exemple: le débit de la rivière South Nation ou du cours d'eau, la 

turbidité de l'eau, la pente de la berge, le pH de l'eau, la température de l'eau, etc. 

En 2010, les sites choisis étaient similaires en plus d'être en majorité très près les uns 

des autres (voir encadrés rouges sur la figure 5.1 ). Quatre sites sur cinq se trouvaient à 

proximité de terres servant à la production de maïs et de soya et dans une étendue de 2 km2 

(MST-18, MST-19, MST-20 et MST-21). Le site MST-5, qui a aussi été analysé en 2010, se 

trouvait à proximité de fermes laitières et de marécages ou forêt, ce qui apportait une nouvelle 

dimension aux analyses de quantification. Cependant, en 2010, les sites qui avaient été ciblés 

comme témoin en 2011 et 2012 n'ont pas été inclus dans les expériences. Le site MST-1 aurait 

pu permettre de comparer la qualité de l'eau à un site servant à l'alimentation d'une usine de 

traitement des eaux et avec une profondeur différente (6 m plutôt qu'à la surface). Le site MST-

24 aurait pu permettre de comparer entre les sites affectés ou à proximité des terres agricoles 

ou des milieux urbains et un site qui se trouve entouré de forêt et d'animaux sauvages. 

En 2011 et 2012, une nouvelle sélection de sites s'est effectuée afin d'inclure les sites 

contrôles et d'avoir une plus grande diversité entre les sites analysés. La nouvelle sélection des 

sites à l'étude pourrait permettre l'intégration de nouveaux paramètres pour des analyses 

statistiques, car ils sont plus éloignés et plus diversifiés. De plus, pour pouvoir observer les 

différences possibles, s'il y a lieu, entre les deux années, la sélection des sites a été conservée 

entre 2011 et 2012 (MST-1, MST-5, MST-6, MST-8, MST-9, MST-18, MST-20, MST-22 et MST-

24) (voir les encadrés jaunes sur la figure 5.1). 
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Figure 5.1 : Localisation des sites 

Sites sélectionnés pour les analyses en 2010 (encadrés rouges). Sites sélectionnés pour 2011-2012 (encadrés jaunes). 
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5.2 La méthode de quantification des isolats aquatiques de 
Campylobacter 

La méthode NPP a été en général plus efficace pour la quantification des isolats 

aquatiques Campylobacter que la méthode d'ensemencement direct. Une réelle différence a été 

observée pour les échantillons de l'automne où la méthode DP n'a pas semblé efficace. Il se 

pourrait que la température de l'eau ait joué un rôle sur la quantification des isolats 

Campylobacter, surtout si la méthode OP a été utilisée. Dans notre étude, la méthode NPP 

utilisait un bouillon d'enrichissement (mPB) qui avait pour but de ressusciter les cellules 

endommagées. Cependant, cette étape d'enrichissement aurait pu aussi être responsable 

d'une surquantification, car elle permet aux cellules de se répliquer pendant 48 heures dans le 

bouillon et cela aurait pu fausser les résultats de quantification. C'est pour cela que la figure 4.1 

est sous forme de site positif et non de quantification. 

Pour ce qui est des différents milieux de culture utilisés pour la quantification avec la 

méthode OP, le milieu Karmali (Fig. 4.2) a été un des plus favorables. De plus, ce milieu a 

permis d'obtenir le plus d'isolats (Tableau 4.2). Cependant, il est un des moins spécifiques pour 

l'isolement d'isolats Campy/obacter lorsqu'utilisé dans avec la méthode OP. Par contre, comme 

il fallait plusieurs isolats pour faire la caractérisation ainsi que la détection des gènes de 

virulence, de production de cytotoxines et de résistance à la tétracycline, le milieu Karmali a été 

préférable. Lorsque ce milieu a été combiné à la méthode de NPP avec le bouillon 

d'enrichissement (mPB), il a permis de recueillir plusieurs centaines d'isolats et d'être très 

sélectif, avec moins de 2,0 % d'inconnu. 

Donc, la méthode NPP a été choisie afin de recueillir le maximum d'isolat et de ne pas 

perdre de temps à isoler des bactéries qui n'étaient pas apparentées aux Campylobacter par la 

suite. Cette technique est plus sélective et relativement simple à effectuer en plus de permettre 

l'isolement d'une quantité importante de souches aquatiques de Campy/obacter, mais elle 

demande plusieurs étapes et beaucoup de temps. 

5.3 L'espèce dominante 

Grâce à l'analyse des affiliations des isolats aux Campy/obacter, il a été possible de 

déterminer que l'espèce dominante était C. jejuni (tableau 4.3; 4.4 et 4.5). Cependant, cette 
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conclusion est relative, car la méthode utilisée est peut-être plus sélective pour les C. jejuni que 

pour les autres espèces, par exemple certaines espèces de Campylobacter préfèrent une 

température de 3rC, l'absence de certains antibiotiques et une atmosphère enrichie de H2 

(Corry et al., 1995; Jacob et al., 2011; Jokinen et al., 2012). La température d'incubation, les 

conditions microaérophiles, ainsi que les milieux de croissance et les antibiotiques ont 

probablement favorisé l'isolement de C. jejuni. Lorsque la technique OP a été utilisée, il a été 

possible d'observer une différence de l'espèce dominante selon le milieu d'isolement utilisé 

(Tableau 4.2). Avec les milieux AHB et Karma/i, l'espèce prépondérante était C. jejuni, mais 

avec le mCCDA c'était plutôt C. coli tandis que le milieu UNE permettait d'obtenir pratiquement 

autant de C. coli que de C. jejuni. 

Les résultats compilés pour l'année 2010 comprenaient les isolats obtenus grâce aux 

deux méthodes (OP et NPP). La méthode OP ainsi que la méthode NPP ont permis d'isoler plus 

de C. coli que de C. la ri, ce qui en ferait la seconde espèce dominante (tableau 4.1 ). 

Cependant, plus du trois-quarts des isolats affiliés comme C. coli proviennent du site MST-19, 

ce site n'a pas été testé en 2011 et 2012 ce qui rend difficile la comparaison entre les trois 

années. Si on ne considère pas ce site pour l'analyse des espèces prédominantes, alors C. la ri 

devient la deuxième espèce dominante en 2010, tout comme en 2011 et 2012. Les sites MST-

5, MST-18 et MST-20 ont été conservés à travers les trois années de l'étude, bien que C. jejuni 

soit toujours l'espèce dominante pour ces sites, la seconde espèce diffère légèrement selon 

l'année et, en 2012 au site MST-20, aucun isolat n'a été identifié comme étant C. coli ou C. lari. 

Cela pourrait être dû au climat différent selon l'année ainsi que les périodes de prélèvements 

des échantillons différents, en 2010 il n'y a pas eu d'échantillonnage au printemps. 

Il est impossible de déterminer avec certitude l'espèce Campylobacter dominante 

retrouvée dans le bassin versant de la rivière South Nation, car comme démontré par les 

résultats du tableau 4.2 les résultats dépendent du milieu de culture utilisé et des conditions de 

croissance, et plusieurs articles (Acke et al., 2009; Lévesque et al., 2011; Jokinen et al., 2012; 

UgarteORuiz et al., 2012) ont démontré aussi que la méthode d'isolement peut faire varier les 

résultats. Les seuls moyens d'éviter cette confusion seraient de travailler avec plusieurs 

techniques simultanément ou d'extraire directement l'ADN des échantillons et de là, faire des 

PCR ou du séquençage. De plus, la deuxième espèce prépondérante n'est pas constante à 

travers les années malgré que la technique reste la même. 
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5.4 Quantification de Campylobacter 

La méthode NPP a été utilisée afin de quantifier Campylobacter à toutes les deux 

semaines dans le réservoir de la rivière South Nation. Cette quantification s'est échelonnée sur 

trois ans pour différents sites d'échantillonnage. La quantification de Campylobacter a été 

soumise à certaines contraintes comme la limite de détection. Lors des trois années de cette 

quantification, il est arrivé à plusieurs reprises que les résultats dépassent la limite supérieure 

ou la limite inférieure de la quantification par la méthode de NPP. Lorsqu'un résultat dépasse la 

limite supérieure de quantification, il est impossible de compter le nombre de colonies qui ont 

poussé sur la gélose. Ainsi, la quantification exacte est impossible et tout ce qui peut être 

confirmé est que l'échantillon a plus de 16 NPP/100 ml. De plus, lorsque la limite de détection 

inférieure est atteinte cela veut dire qu'aucune colonie n'a poussé sur les géloses. Pour obtenir 

des résultats et pouvoir effectuer la quantification exacte, il faudrait envisager faire la filtration 

de plus petits volumes et de plus grands, par exemple : faire 5 dilutions (1 L, 500 ml, 100 ml, 

10 ml et 2 ml). Enfin, le climat estival a parfois desséché les sites d'échantillonnage ce qui a 

empêché la prise d'un échantillon et du fait même la quantification de celui-ci. Plusieurs 

résultats étaient donc absents, et il peut être parfois difficile de faire des analyses statistiques 

ou même de simplement comparer les résultats lorsqu'une série est incomplète. 

5.5 Détection de gènes par PCR multiplex 

L'optimisation des mPCR a demandé beaucoup temps au niveau de l'analyse, mais aussi 

des essais avec les différents paramètres. Chaque amorce a dû être testée avec toutes les 

autres amorces pouvant être jumelées. Par la suite, les nouvelles mPCR ont été testées avec 

différentes souches de référence et certains paramètres ont dû être ajustés afin d'avoir le 

meilleur rendement possible. Au départ, l'étude contenait deux paires d'amorces ciblant le 

même gène (résultats non démontrés) pour quelques-uns des gènes. Cela permettait une plus 

grande flexibilité au niveau des jumelages. Les ajouts de BSA, de DMSO et de cycles 

supplémentaires ont joué un rôle quant aux résultats observés. Les nouvelles mPCR étaient 

très sensibles et requéraient des paramètres spécifiques selon les amorces utilisées. 

Les mPCR ont permis de détecter rapidement 13 gènes chez 470 isolats de 

Campylobacter, ce qui représente un très grand nombre d'isolats comparé aux études 

retrouvées dans la littérature (Datta et al., 2003; Zheng et al., 2006; Krutkiewicz et al., 2010). 

54 



Les gènes de production de cytotoxines (cdtA, cdtB et cdtC) étaient présents dans un 

grand nombre d'isolats C. jejuni (>72,3 %), mais pas chez les C. coli etC. lari (<15,4 %). Cela 

peut s'expliquer par la spécificité des amorces utilisées qui ciblait les gènes de C. jejuni plutôt 

que des autres espèces. Les amorces utilisées pour amplifier les trois gènes de production de 

cytotoxines simultanément (cdtABC) donnent des résultats plutôt faibles (<15 %). Il pourrait 

s'agir d'un problème au niveau de la séquence des amorces qui ne concorde pas avec les 

séquences en acides nucléiques des isolats Campylobacter aquatiques. Il serait très intéressant 

de vérifier la production de cytotoxines ou l'expression de ces gènes chez certains échantillons 

aquatiques afin de valider les résultats obtenus par l'amplification PCR. 

Les gènes d'invasion (pldA et ciaB) ont été retrouvés chez les C. jejuni seulement. Encore 

une fois, il est possible que les amorces soient spécifiques à C. jejuni. Les résultats suggèrent 

que C. jejuni a la capacité d'envahir des cellules, car il possède en général (> 71,9 %) deux 

gènes putatifs qui facilitent l'invasion. Il serait primordial de tenter une délétion de ces gènes 

pour voir l'impact que ça aurait sur la capacité de C. jejuni à envahir des cellules. Pour ce qui 

est de la présence des gènes d'adhérence et de colonisation (f/aA, f/aB, cadF, dnaJ et racR), 

les résultats sont assez variables. Les amorces ont pu amplifier les séquences chez C. coli, C. 

jejuni et C. lari, sauf pour le gène dnaJ chez C. lari. Cette non-amplification peut être due à la 

spécificité des amorces ou de l'absence du gène chez les isolats C. lari testés. De plus, il est 

possible que la détection des gènes d'adhérence et de colonisation ne soit pas aussi efficace 

chez C. coli et C. lari, car les amorces ont été conçues pour C. jejuni. Pour les gènes flaA (46,2 

et 41,6 %) et racR (26,9 et 20,5 %) la fréquence de détection est plus grande chez C. coli que 

C. jejuni et racR est plus souvent retrouvé chez C. la ri que C. jejuni (21 ,4 et 20,5 % 

respectivement). L'adhérence aux cellules ainsi que leur colonisation pourraient donc être 

facilitées par la présence de ces cinq gènes chez les trois espèces étudiées. 

La présence du gène cj0588 chez un isolat lui permettrait d'adhérer plus facilement aux 

cellules Caco-2 ce qui suggère une meilleure adhérence aux cellules épithéliales du système 

gastro-intestinal. Ce gène a seulement été détecté chez C. jejuni, peut-être parce que (encore 

une fois) les amorces sont seulement spécifiques à cette espèce ou que C. coli et C. lari n'ont 

pas ce gène. 

La résistance à la tétracycline peut être conférée par le gène tet(O) qu'on retrouve 

habituellement sur un plasmide; ce plasmide peut se transférer entre les différentes espèces de 

Campylobacter. Il est donc possible de penser que les amorces utilisées ont la capacité de 

détecter ce gène dans toutes les espèces étudiées. Ce gène a été détecté chez 10,5 % des 
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isolats C. jejuni et 3,8 % des isolats C. coli. Ces résultats indiqueraient que peu des isolats 

aquatiques détiennent le plasmide conférant la résistance à la tétracycline. Le milieu aquatique 

n'est pas favorable à la croissance ou la survie des Campylobacter. La résistance aux 

antibiotiques peut s'observer à l'aide d'une expérience très rapide d'antibiogramme et cela 

permettrait de déterminer s'il y a une corrélation entre la résistance à la tétracycline et la 

présence du gène tet(O). 

Bien que les gènes ciblés dans cette étude soient présents, cela ne veut pas dire que les 

isolats soient capables de les exprimer. Des expériences futures devraient analyser l'expression 

de ces gènes et aussi tenter de confirmer si ces gènes sont vraiment impliqués dans les 

processus de production de cytotoxines et de virulence, car pour l'instant ils sont seulement 

putatifs. De plus, il serait intéressant de développer des amorces qui puissent détecter ces 

gènes chez plusieurs espèces de Campylobacter simultanément, ainsi les études de détection 

seraient plus efficaces et rapides. Enfin, l'utilisation de mPCR a bien réussi et s'est avérée être 

un bon moyen de diminuer les coûts ainsi que le temps requis pour réaliser la détection chez 

470 isolats aquatiques. 

L'approche par mPCR a donc permis de faire la détection de plusieurs gènes de façon 

simultanée, rapide, économique et efficace dans la plupart des cas. De plus, les études qui 

appliquent les mPCR pour la détection des gènes de virulence, de production de cytotoxines ou 

de résistance aux antibiotiques chez Campy/obacter spp. sont extrêmement rares, et les études 

qui le font sur des isolats aquatiques sont quasi-inexistantes. Cette étude est donc un premier 

pas dans l'optimisation et l'utilisation de mPCR à des fins de détection de plusieurs gènes 

pouvant donner une indication sur le danger des souches aquatiques. 
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6 CONCLUSION 

L'épandage de fumier, l'activité agricole et les fosses septiques sont responsables d'une 

partie de la contamination fécale des sols et des eaux de surface. Par le biais du ruissellement, 

des pathogènes humains tels que Escherichia coli, Arcobacter et Campylobacter atteignent les 

rivières et les lacs où sont pratiqués des sports nautiques et où les municipalités s'alimentent en 

eau. Lors de sports nautiques, il est impossible de ne pas ingérer une certaine quantité ce qui 

peut conduire à une infection par Campylobacter qui peut être mortelle ou peut causer des 

problèmes à long terme comme le côlon irritable et de l'arthrite (Ajene et al., 2013; Niel sen et 

a/., 2014). De plus, l'eau de surface est soumise à divers traitements avant d'être considérée 

potable et distribuée, mais il arrive parfois que quelques microorganismes survivent à ces 

traitements ou qu'une contamination comme à Walkerton survienne. La présence de 

pathogènes dans l'eau potable d'une municipalité occasionne de graves problèmes, car toute la 

population est alors à risque. 

Les sources de contamination en Campylobacter des eaux de surface sont très variées 

et les infections peuvent parfois être très dangereuses. C'est pourquoi les études sur la 

fréquence de Campylobacter ou d'autres pathogènes dans l'environnement sont maintenant 

plus populaires. Cependant, peu d'entre elles se font sur plusieurs années, avec autant d'isolats 

obtenus pour des études futures et très peu détectent les gènes de virulence, de production de 

cytotoxines ou de résistance aux antibiotiques chez les isolats aquatiques. Cette étude se veut 

une entrée en matière et nécessite d'autres composantes afin d'en tirer plus de conclusion. La 

quantification par des méthodes de culture est très difficile et avantagerait la croissance de 

certaines espèces selon la température, la présence d'oxygène et le milieu de culture utilisé. 

Cependant, la quantification par des méthodes de biologie moléculaire ne permet pas d'obtenir 

des isolats en culture pure pour des expériences futures. Il serait important de pratiquer la 

méthode de qPCR pour la quantification des Campylobacter dans les eaux de surface afin 

d'obtenir des résultats plus précis et détecter plusieurs espèces. Les méthodes de culture 

devraient être conservées pour isoler certaines souches qui seront nécessaires pour des études 

futures. La méthode de culture a permis d'établir que dans la plupart des cas les sites plus près 

des zones agricoles avaient une concentration plus importante de Campylobacter. De plus, il 

était possible de voir des augmentations au début de l'été et à la fin, ce qui correspondait avec 

l'épandage de fumier. Plusieurs facteurs pourraient aussi avoir un impact sur cette 

concentration (pH, température, turbidité, débit, précipitations, etc.) et il semblerait que les plus 
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fortes concentrations en 2010 et 2011 auraient contribué à une plus importante concentration 

de Campylobacter dans les eaux de surface. Des études statistiques et des recherches plus 

approfondies pourraient déterminer quels facteurs ont plus d'impacts sur la concentration et 

ainsi il serait possible de prédire les périodes où la pratique des sports nautiques serait plus 

risquée. 

La caractérisation des isolats au niveau du genre et de l'espèce a plutôt bien fonctionné, 

mais à long terme il serait nécessaire de concevoir une mPCR qui pourrait amplifier plusieurs 

espèces pathogènes simultanément qui sont susceptibles de se retrouvés dans les eaux de 

surface (C. coli, C.fetus, C. jejuni, C. lari et C. upsaliensis). Selon l'étude et la méthode 

d'isolement utilisée, C. jejuni serait l'espèce prédominante dans le bassin versant de la rivière 

South Nation. 

La détection des gènes de virulence, de production de cytotoxines et de résistance à la 

tétracycline a été grandement simplifiée par la mise au point de PCR multiplex. 

Malheureusement, la plupart des paires d'amorces sélectionnées étaient spécifiques à C. jejuni. 

Il serait intéressant de développer des amorces ciblant les génes de virulence présents chez C. 

coli, C. fetus, C. jejuni, C. lari et C. upsaliensis et de faire des mPCR avec plusieurs paires 

d'amorces. De plus, le fait que les gènes soient présents ne stipule pas que les 

microorganismes soient capables de les exprimer; il serait important de vérifier au niveau de 

I'ARNm. Comme la présence du gène tet(O) est souvent reliée à la présence d'un plasmide, il 

faudrait vérifier si ce plasmide peut être échangé avec des pathogènes humains autres que 

Campylobacter. 

Enfin, la forte concentration de Campylobacter dans les eaux de surface ainsi que la 

présence de plusieurs gènes de virulence, de production de cytotoxines et de la résistance à la 

tétracycline indiquent que les isolats aquatiques, surtout C. jejuni, ont le potentiel de causer des 

maladies chez l'humain. De plus, le nombre d'isolats résistant et multirésistant aux antibiotiques 

est en constante augmentation. Cette évolution est pour le moins inquiétante, car les infections 

par Campylobacter peuvent être responsables d'effets néfastes tels que l'arthrite réactive, le 

côlon irritable et le syndrome de Guillain-Barré (Ajene et al., 2013; Nyati et al., 2013; Nielsen et 

al., 2014). Il est donc important de pouvoir traiter ces infections efficacement. Il est primordial 

d'instaurer une réglementation stricte quant à l'utilisation des antibiotiques dans l'agriculture afin 

d'arrêter la progression de cette tendance et traiter les personnes malades rapidement. 
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